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Uber die Einwirkung von Fermenten auf Schwefelsiure- 
und Phosphorsdiureester der Zucker und ihrer Derivate. 


Von 


Burekhardt Helferich, Albrecht Léwa, Waldemar Nippe 
und Hans Riedel. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Berlin und dem Kaiser Wilhelm-Institut 
fiir Faserstoffchemie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Marz 1923.) 


In einer vorliufigen Mitteilung hat der eine von uns 
2 Kinwirkungsprodukte von Sulfurylchlorid auf «@- und f#-Me- 
thylglucosid in Pyridinlésung beschrieben*) und dabei erwihnt, 
daB neben den krystallinischen Dichlorhydrinsulfaten auch 
Schwefelsiureester bzw. Halbester der Glucoside entstehen. 
Man kann diese Reaktion durch Verwendung von 1 Molekiil 
Sulfurylchlorid auf 1 Molekiil Glucosid bzw. Zucker so leiten, 
daB bei geeigneter Aufarbeitung Schwefelsiure-halbester der 
Zuckerderivate in Form ihrer Salze entstehen. Am einfachsten 
zu isolieren sind die Bariumsalze. Die Methode eignet sich 
fiir alle die Zucker und Zuckerderivate, die in Pyridinlésung 
hestindig sind. 

Wir beschreiben in der folgenden Arbeit eine Reihe 
solcher Salze, allerdings bisher nur in amorphem Zustand. 
Die Analysenresultate stimmen dementsprechend nur annahernd 
und die Substanzen kénnen auch sonst keinen Anspruch auf 
Kinheitlichkeit machen. Denn wenn auch in der bei tiefer 
Temperatur verlaufenden Reaktion in erster Linie wohl ein 
primires Hydroxyl verestert ist, so wird doch die Umsetzung 


1) Chem. Ber. Bd. 54, 1082 (1921). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVIII. 10 
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kaum auf dieses allein beschrinkt bleiben. Bemerkenswert 
ist die auch schon friiher’) beobachtete Festigkeit, mit der die 
Schwefelsiure an den Zuckerrest gebunden ist. 

Fiir unsere Zwecke war unbedingte Einheitlichkeit zu- 
nichst nicht erforderlich, denn wir interessierten uns besonders 
dafiir, wie die Einfiihrung eines solchen Schwefelsiurerestes 
die Wirkung der hydrolytischen Fermente beeinfiuBt. 

Bei den Fermentversuchen wurde die Wasserstoffionen- 
konzentration beriicksichtigt. AuBerdem wurden die Natrium- 
salze verwandt — hergestellt durch Fallen der wiBrigen Lé- 
sungen der Bariumsalze mit Natriumsulfat in geringem Uber- 
schu8 und Abfiltrieren des gefallten Bariumsulfats — da 
besondere Versuche ergeben hatten, daB die Anwesenheit von 
Bariumsalzen in Lésungen oder von gefalltem Bariumsulfat 
die Wirkung der Fermente etwas beeintrichtigt. 

Beim «-Methylglucosid wird die Wirkung der a-Glucosidase 
aus Hefe durch Einfiihrung eines Schwefelsiiurerestes vdllig 
aufgehoben. Dasselbe gilt fiir #-Methylglucosid beziiglich 
Emulsin (aus Pflaumenkernen). : 

Wir haben die gleichen Fermentversuche dann auch aut 
die physiologisch wohl noch interessanteren Phosphorsiureester 
ausgedehnt. Diese wurden nach der Methode von E. Fischer?) 
hergestellt. Auch hier ergab der Versuch der Fermentspaltung 
ein vollig negatives Resultat bei dem a@-Methylglucosid, sowie 
bei §-Methyl- und #-Phenolglucosid. 

Wir gingen nun zu Versuchen mit Disacchariden iiber. 
Auch die Trehalose wurde durch Einfiihrung eines Schwefel- 
siure- oder Phosphorsiurerestes véllig resistent gegen die 
hydrolysierende Wirkung von Aspergillus niger; wir verdanken 
ein auf Trehalose gut wirksames Trockenpriiparat der Liebens- 
wirdigkeit von Herrn H. Pringsheim, dem wir auch an dieser 
Stelle bestens dafiir danken. 

Weiter untersuchten wir die Cellose. In ihr muBte die 
Aldehydgruppe gegen die Kinwirkung von Pyridin widerstands- 


1) Neuberg u. Pollak, Chem. Ber. Bd. 43, 2064 (1910). 
2) Chem. Ber. Bd. 47, 3193 (1914). 
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fihig gemacht werden. Wir wandten daher ein Methylcellosid 
an, das auf schon friiher angegebene Weise aus der Aceto- 
bromeellose iiber das Heptacetyl-methylcellosid dargestellt 
wurde. Doch gelang es uns, durch Verseifen mit methylalko- 
holischem Ammoniak, das Praiparat in guter Ausbeute und in 
schon krystallinischer einheitlicher Form zu gewinnen. 
Ks wird, wie zu erwarten, durch Emulsin (aus Pflaumenkernen) 
in Fehlingsche Lésung stark reduzierende Bestandteile (Cellose 
oder Glucose?) gespalten. Auch diese Spaltung wird durch 
Hinfiihrung eines Schwefelsdéure- oder eines Phosphorsiurerestes 
vollig hintangehalten. 

Anders verliefen die Versuche bei dem Methylmaltosid. 
Wir verwandten ein aus krystallisiertem Heptacetyl-methyl- 
maltosid durch Verseifung mit methylalkoholischem Ammoniak 
sewonnenes Produkt zu den Umsetzungen, dessen Spaltbarkeit 
wir durch Kontrollversuche mit Emulsin feststellten. Bemerken 
méchten wir aber, da anscheinend bei der Darstellung des 
Heptacetyl-methylmaltosids aus Acetobrommaltose, Methylalko- 
hol und Silberoxyd verschiedene Produkte entstehen, vielleicht 
ihnlich wie bei der ebenso einfach erscheinenden analogen 
Reaktion mit Acetobromrhamnose. Aus diesem Grunde ist 
auch die Kinheitlichkeit der bisher beschriebenen Methyl- 
maltoside') ebenso wie die unseres Produkts, das wir nicht 
krystallinisch erhielten, unsicher. 

Bei dem Natriumsalz des Schwefelsiureesters vom Methyl- 
maltosid lieB sich eine erhebliche Spaltung nachweisen. Wie 
weit und an welcher Stelle sie verliuft, muB eine spiitere 
Untersuchung kliren. 

SchlieBlich wurde auch noch ein natiirliches Glucosid 
eines Disaccharids, das Amygdalin, untersucht. Hier entstand 
eine Schwierigkeit dadurch, daf bei den ersten Versuchen zur 
Kinfiihrung des Siiurerestes stets auch eine teilweise Verseifung 
der Nitrilgruppe nebenherging. Wir gingen daher bei den 
endgiiltigen Versuchen nicht von dem Amygdalin, sondern von 
der Amygdalinsiure aus. Auch ihre Darstellung?) muBte etwas 





") Chem. Ber. Bd. 34, 8. 2896 u. 4345 (1901). 
*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 154, §. 348 (1914). 
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abgeandert werden, da wir fanden, daB die Siure schon bein 
kurzen Aufbewahren in wiBriger Lisung vermutlich durch die 
eigene Aciditit eine Hydrolyse erleidet, die Fehlingsche 
Lésung reduzierende Substanzen entstehen laiBt. Fiigt man 
aber bei der Darstellung der freien Saéure aus ihrem Barium- 
salz Pyridin in geringem UberschuB zu, so kann diese Hydro. 
lyse vermieden werden. Freilich erhailt man stets ein stark 
pyridinhaltiges Produkt — vielleicht das Pyridinsalz der 
Amygdalinsiure —; aber da zur Einfithrung des Siurerestes 
doch in Pyridin gelést wird, so ist dies ohne Belang. 

Schon oft hat es sich gezeigt, daB der Zucker des Amyg- 
dalins der Maltose sehr nahe steht, vielleicht sogar mit ihr 
identisch ist. Auch durch unsere Versuche ergab sich diese 
nahe Verwandtschaft, denn auch beim Amygdalin verhindert 
die Kinfiihrung eines Siurerestes in die Amygdalinsiiure die 
Hydrolyse durch Kmulsin nicht vollig, in Ubereinstimmung wit 
dem Methylmaltosid und im Gegensatz zu den andern unter- 
suchten Zuckern. 

Es sind schon eine Reihe von Beobachtungen iiber die 
Beeinflussung von Fermenten in der Zuckergruppe durch EKin- 
fiihrung von Schwefelsiure- oder Phosphorsiureresten gemacht. 
Zu den wichtigsten gehéren die Beobachtungen von Neuberg 
und seinen Schiilern') tiber die Girfihigkeit. 

Vielleicht darf man annehmen, daB in der Natur durch 
voriibergehende Einfiihrung von solchen Siureresten die Zucker- 
derivate vor der fermentativen Spaltung geschiitzt werden, um 
nach Abspaltung dieses Restes zu anderer Zeit oder an anderem 


Orte der Fermentwirkung, sei es zum Aufbau komplizierterer 


Substanzen, sei es zum Abbau oder als Energiequelle, wieder 
zuginglich zu sein. 


a-Methylglucosid-schwefelsaures Barium. 


4 g a-Methylglucosid wurden in 40 ccm reinem, wasser- 
freiem Pyridin gelést, unter Ausschlu8 von Luftfeuchtigkeit in 
Kaltemischung abgekihlt und 1 Mol. Sulfurylchlorid langsam 
unter Schiitteln zugetropft. Die Lésung wird noch 2 Stunden 


1) Biochem. Zs. Bd 36, S. 5 (1911); Chem. Ber. Bd. 48, S. 2068 (1910). 
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bei tiefer Temperatur aufbewahrt, dann 50 g Eis zugegeben 
und zur Entfernung des iiberschiissigen Pyridins unter ver- 
mindertem Druck bei 30° Badtemperatur eingedampit. Der 
nur noch schwach nach Pyridin riechende Riickstand wird in 
100 com Wasser gelést und einige Zeit mit itiberschiissigem 
Bleioxyd geschiittelt. Die 1 Stunde bei 0° aufbewahrte Liésung 
wurde von den Bleisalzen abgesaugt, mit einer kleinen Menge 
Silberoxyd bis zur vollstindigen Entfernung der Salzsiure ge- 
schiittelt und nach dem Absaugen Blei und Silber mit Schwefel- 
wasserstoff ausgefallt. Durch das Filtrat wird zur Entfernung 
des Schwefelwasserstoffs unter vermindertem Druck ein Luft- 
strom durchgesaugt, die Lésung dann bis zur alkalischen 
Reaktion gegen Lackmus mit Baryt versetzt und der Uber- 
schuB davon durch Einleiten von Kohlensiure wieder aus- 
gefaillt. Das Filtrat vom Bariumcarbonat wird bis zur Ent- 
fernung der Gelbfirbung mit kleinen Mengen Tierkohle in der 
Kalte geschiittelt und dann unter vermindertem Druck bei 30° 
Badtemperatur zur Trockne verdampft. Der Riickstand wird 
nochmals mit wenig Wasser aufgenommen und wieder nach dem 
Filtrieren unter vermindertem Druck einkonzentriert bis auf 
etwa 6 ccm. Beim Eintropfen dieser Lésung in 70 ccm ab- 
soluten Alkohol fiel das Bariumsalz in amorphem Zustand aus. 
Ausbeute: 1,4 g. Durch Umfillen der waBrigen Lésung mit 
Alkchol wurde das Salz gereinigt. 

Die Verbindung ist stark hygroskopisth und in Wasser 
spielend leicht léslich. In heiBem Methylalkohol ist sie spuren- 
weise léslich, in den anderen gebrauchlichen organischen Lé- 
sungsmitteln so gut wie unldslich. 

Zur Analyse wurde bei 1 mm Druck iiber Phosphorpent- 
oxyd bei 100° getrocknet. 

0,1796 g Substanz gaben 0,1669 g CO, und 0,0642 g H,0O. 

0,1123 g ‘ »,  0,0392g BaSO,(Ba-Bestimmung) und 0,768 ¢ 
(S-Bestimmung). 

C,,H,,0,.5,Ba (683,77) Ber. C 24,6°/, H 3,8°%/, S 9,4°/, Ba 20,1°/, 
Gef. ,, 25,4 5, 4,0 y 9,4 1, 20,5 

Die Drehung wurde in wibriger Lésung bestimmt. 

+ 7,44-1,6431 





= + 81,16°. 


00 
lelp 0,1438 - 1,047 


ee pe ei 








146 B. Helferich, A. Lowa, W. Nippe und H. Riedel, 


Auf die gleiche Weise wurden alle Schwefelsiureverbin- 
dungen in Form ihrer Bariumsalze dargestellt und _ isoliert. 
Nur verzichteten wir zeitweise auf die Entfernung der Haupt- 
menge der Salzsiiure mit Bleioxyd, sondern wandten zu diesem 
Zweck sofort Silberoxyd in geringem Uberschu8 an. Im fol- 
genden seien fiir die einzelnen Substanzen ihre analytischen 
Daten und die Drehungsbestimmungen angegeben: Nach Lis- 
lichkeit und sonstigen Eigenschaften stimmen sie mit dem eben 
angegeben Salz weitgehend iiberein. 


B-Methylglucosid-schwefelsaures Barium. 
0,0897 g Substanz gaben 0,0762 g CO, und 0,0305 g H,O. 
0,0788 g m » 09,0275 g BaSO, (Ba-Bestimmung) und 
0,0481 g (S-Bestimmung). 
C,,H,,0,,8,Ba (683,77) Ber. C 24,6%/, H 3,8%/, S 9,4°/, Ba 20,1° 
Gef. ,, 28,2 » 3,8 »» 8,4 » 20,5 
Drehung in wiaBriger Lésung: 
— 0,90 1,8157 
[o]23 = 0, 3157 
, 0,5 + 0,1181 - 1,049 





= — 19,12°. 


Bariumsalz der Trehalose-Schwefelsiure. 
0,1087 g Substanz gaben 0,1313 g CO, und 0,0513 g H,O. 


0,1402 g . » 99,0671 g BaSQ,. 
0,1003 ¢ - » 09,0239 g * 
(C,,H,,0,,8),Ba (979,95) Ber. C 29,4°/, H 4,3°/, S 65°, Ba 14,0° 
« Gef. ,, 32,9 » 5,3 » 86 5; 140 


Die Drehung wurde in wiBriger Liésung bestimmt: 


| + 6,97 » 2,1873 
£6 pe icra eds Se 
lalb* = —97781-1,0230 ~ + 1287 
Bariumsalz der Methylcellosidschwefelsiure. 
0,1293 g Substanz gaben 0,1404 g CO, und 0,0507 g HO. 


0,1358¢ _,, »  0,0758 g BaSQ,. 
0,13828¢ ,, » 0,0384g ,, 
(C,,H,,0,,S),Ba (1007,99) Ber. C 31,0°%, H 4,6°/, S 6,4°%, Ba 13,6°%, 
Gef. ,, 29,6 , 44 yy %7 , 14,8 


Die Drehungsbestimmung in waBriger Liésung ergab: 
alge = <2 O18 2)7160 
0,5 - 0,2843 + 1,0448 


=— 16,2°. 
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Amygdalinséiure-sulfosaures Barium. 

0,1829 g Substanz gaben 0,1770 g CO, und 0,0578 g H,O. 

0,1820¢g 4 »  0,0477 g BaSO, (Ba). 

0,1603 g ' » O063T eg ,, (S). 

Gef. C 36,3°/, H 4,99, S 8,74, Ba 4,6°, 

Diese Zahlen sind nur durch ein Gemisch zu erkliren 
und stimmen nicht auf eine einigermafen einheitliche Ver- 
hindung. 

Die Drehung wurde in wiBriger Lésung bestimmt: 

— 4,65 -2,1374 


18 — —_____ = — 45,1°, 
laib 0,2060 + 1069 . 


Methylmaltosid-sulfosaures Barium. 
0,1904 g Substanz gaben 0,2028 g CO, und 0,0831 g H,O. 


0,7770 g ‘s 1  0,0332 g BaSQ, (Ba). 
0,1442 g¢ , » 00%. , (©. 


C,H y,0.,5,Ba (1008,0) Ber. C 31,09, H 4,6% 8S 64%, Ba 13,6°, 
Gef. ,. 29,0 » 4,9 ~ ta « 140 


Die Drehung in wiaBriger Lésung wurde bestimmt zu: 


“glis = + 5:66 + 2,1858 
'D ~ “0,2145- 1,0476 





= 53,8°. 


?-Methylglucosid-phosphorsaures Barium. 

Diese, sowie die folgenden Phosphorsiure-Verbindungen 
wurden ganz analog den oben beschriebenen Schwefelsaure- 
Verbindungen unter Anwendung von Phosphoroxychlorid!) — 
an Stelle von Sulfurylchlorid dargestellt. — Léslichkeiten und 
sonstige Kigenschaften sind dieselben wie bei den Schwefel- 
siuresalzen. Die Analysen stimmen meist nur auf Gemische 
von Salzen ein- und zweibasicher Sauren. 

0,1132 g Substanz gaben 0,0880 g CO, und 0,0411 g H,0, 

0,0991 g ‘ »  0,0439 g Mg,P,0,. 

0,1270 g - »  0,0532 g BaSQ,. 

Gef. C 21,2°/, H 4,1°/, P 12,4%, Ba 24,70%, 

Die Drehung in waBriger Lésung betrug: 

— 2,92 + 1,8185 


Ftk® we eee a ee HEP. 
L \b 1,056 ¢0,1174 





\) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 47, S. 3194 (1914). 
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8-Phenolglucosid-p hosphorsaures Barium. 
0,1032 g Substanz gaben 0,1165 g CO, und 0,0361 g H,0. 
0,1180 g ~ »  0,0525 g BaSO, und 0,0554 g Mg,P,0,. 
Gef. C 30,8%, H 3,9%, P 18,1°/, Ba 26,2°/, 
Die Drehung in wiBriger Lésung betrug: 
— 4,49 + 1,5996 
~ 1,046 + 0,1348 





=— 51,1°. 


Bariumsalz der Trehalose-phosphorsaure. 
0,1272 g Substanz gaben 0,1396 g CO, und 0,0526 g H,0. 
0,1496 g - »  0,0369 g BaSO, und 0,0329 g Mg,P,0,. 
C,,H,,0..P,Ba (979,9) Ber. C 29,4°/, H 4,5°/, P 6,3°/, Ba 14,0°, 
Gef. , 209 , 46 ,, 6,3 _ tks 
Die optische Bestimmung in waBriger Lésung ergab: 
+ 11,73 + 2,1369 


op 80 ae 
lelb 0,1815 - 1,0433 





= + 135,5°. 


Bariumsalz der Methylcellosid-phosphorsdure. 
0,1130 g Substanz gaben 0,1324 g CO, und 0,0537 g H,0O. 
0,1824 ¢ “ »  0,0428 g BaSO, und 0,0400 g Mg,P,0,. 
(C,¢H,_,0,4P),Ba (1007,96) Ber. C 31,0%, H4,8°/, P 6,2°/, Ba 13,7° 
Gef. 5, 32,0 » 9,3 ” 6,1 5, 13,8 
Die Drehung wurde in wiBriger Liésung bestimmt: 
mee 1,34 - 2,1858 


Niet ein Mmatce: ng anew 0. 
0,1878 + 1,0409 -” 


Bariumsalz der Amygdalinsdiure-Phosphorsaure. 
(Gemisch verschiedener Verbindungen.) 

0,1110 g Substanz gaben 0,1560 g CO, und 0,0493 g H,0. 

0,1115 g a »  0,0291 g BaSO, und 0,0193 g Mg,P,0,. 
Gef. C 38,3°/, H 5,0°/, P 4,8°9/, Ba 15,4°/, 
Die Drehung in waBriger Lésung ergab: 

een 3,15 + 2,1819 
- 0,1338 - 1,024 





= — 49,0°, 


Heptacetylcellosid. 
6,7 g Acetobromcellose werden mit 50 ccm trockenem 
Methylalkohol und 1,5 g Silberoxyd 4 Stunden in der Maschine 
geschiittelt, dann noch 10 Minuten am Riickflubkiihler gekocht 


in 
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—. bis die Reaktion auf Brom im Filtrat verschwunden war 
— und dann die Lésung heif filtriert. Beim Erkalten kry- 
stallisiert das Heptacetylmethylcellosid in analysenreiner Form 
aus. Ausbeute: 5,7 g oder etwa 90°/, der Theorie. Schmelz- 
punkt 186,5° (korr.). Die optische Bestimmung in Acetylen- 
tetrachlorid ergab 

— 1,219 + 4,3237 





19 nr iy Ps 2g EE seo = , 0 
[@]'b 0,5 + 0,2564 + 1,5677 _ 
in Hisessig 
— 2,85 + 2,9031 
17 a ee ’ = 31 1 °. 
[@]p 0,2455 - 1,0662 6 


Die Substanz ist schon mehrfach in der Literatur be- 
schrieben, der oben angegebene hohe Schmelzpunkt ist aber 
nur von Hudson?) und nur in erheblich schlechterer Aus- 
beute erreicht. 


Methylcellosid. 


10 g Heptacetylmethylcellosid werden in 400 ccm Methy]l- 
alkohol heiB gelést und in diese Lésung beim langsamen Ab- 
kiihlen bis auf 0° trocknes Ammoniak bis zur Sattigung ein- 
seleitet. Die klare Lésung wird nach 24stiindigem Aufbewahren 
bei Zimmertemperatur unter vermindertem Druck zur Trockne 
verdampft und der Riickstand sofort in 40 ccm gewoéhnlichem 
Alkohol aufgenommen. Beim Abkiihlen der, wenn ndtig, fil- 
trierten Lésung krystallisiert das Methylcellosid in schénen, 
schrig abgeschnittenen Prismen aus. Ausbeute 8,7 g oder 
etwa 86°/, der Th. Zur Reinigung wird es aus 17 Teilen 
Methylalkohol umkrystallisiert. Die lufttrockne Substanz ent- 
halt wechselnde Mengen Krystallfliissigkeit, die iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 2 mm Druck und 100° entweichen. Die trockne 
Substanz schmilzt bei 193° (korr.). 


0,1406 g Substanz gaben 0,2257 g CO, und 0,0889 g H,O. 


C,;H.,0,, (356,26). Ber. C 43,81°/, H 6,79°/, 
Gef. ,, 43,79 » 7,08 
Die Drehung wurde in waBriger Lésung bestimmt: 
—1,72 + 2,2022 





ae sila taar an go. 
[e|'D = ~9 i966: 1,0809 18,6 


1) Journ. Amer. Chem. Soc. Bd. 38 (1867). 
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Eine zweite Bestimmung ergab: 
— 0,82 + 2,2082 
0,5 + 0,1845 » 1,0285. 

Das Methylcellosid ist leicht léslich in Wasser, ziemlich 
schwer léslich in Methyl- und Athylalkohol und schwer bis 
unléslich in den anderen gebriiuchlichen organischen Lésungs. 
initteln. 

Die Spaltungsversuche wurden in der folgenden Weise 
angesetzt: Das zu untersuchende Bariumsalz wurde in wenig 
Wasser gelést, durch Zugabe von Natrium- oder Kaliumsulfat 
das Barium als Sulfat ausgefallt, filtriert und von dem Filtrat 
ein genau abgemessener Anteil mit der zur gewiinscliten 
Wasserstoffionenkonzentration noétigen Menge Natriumacetat- 
und Kssigsiurelésung (nach Michaelis) versetzt. Hierzu wurde 
das Ferment in fester Form, meist ein Zehntel des angewandten 
Salzes, oder in Lésung zugegeben und auf die nétige Anzahl 
Kubikzentimeter autgefiillt. Diese Mischung wurde nun im 
Brutraum 18 bis 24 Stunden aufbewahrt. Dann wurde eine 
kleine Menge Natriumacetat zugegeben, 1/, Stunde auf dem 
Wasserbad erhitzt, von den ausgefallenen KiweiBkérpern ab- 
filtriert und vom Filtrat ein aliquoter Teil zur Titration mit 
Kehlingscher Liésung verwandt. Bei jedem Spaltversuch 
wurden Kontrollproben mit dem Ferment allein, mit dem Salz 
allein und mit Ferment + @- bzw. 8-Methylglucosid angesetzt. 
In allen Fallen ergaben diese Kontrollproben eine starke Wirk- 
samkeit des angewandten Ferments, und vdéllige Bestindigkeit 
des schwefel- bzw. phosphorsauren Salzes allein. Soweit yon 
dieser Arbeitsweise abgewichen wurde, ist es im folgenden an- 
gegeben. Im iibrigen seien nur die Versuche angefiihrt, die 
ein positives Resultat ergaben oder sonst aus einem anderen 
Grunde bemerkenswert sind. Wenn nicht anders angegeben, 
betrug die Wasserstoffionenkonzentration bei «-Glucosidase aus 
Hefe nach Willstatter p, = 6,1, bei Emulsin p, = 4,8. 


[a] = — — 19,09°, 


I, 


Spaltung von e-Methylglucosid durch «-Glucosidase nach 
17 Stunden. 
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Bei Gegenwart von %o 


Bariumehlorid. ........ 21 


Natriumsulfat und gefilltem Barium- 





sulfat u. Natriumehlorid . .. . 29 
Natriumsulfat (das Bariumehlorid war 
abfiltriert) u. Natriumehlorid . . 54 
Ohne Salzzusatz . . . . «© « « 54 
Il. 


Bei der Spaltung der ‘T'rehalosederivate wurde auf Kin- 
stellung einer Wasserstoftionenkonzentration verzichtet. Zur 
Unterbrechung der Fermentwirkung wurde etwas Kaliumcarbonat 
zugegeben. Die Kontrollprobe an Trehalose mit dem gleichen 
Fermentpriiparat aus Aspergillus niger ergab nach 24 Stunden 
eine Spaltung von 70°/ 


lo 


Illa. 


Spaltung des Methylcellosids mit Emulsin (aus Pflaumen- 
kernen). Je 5 ccm einer Lésung von 0,1 g Methylcellosid und 
verschieden eingestellter Wasserstoffionenkonzentration wurden 
mit 0,6 mg Emulsin 17 Stunden bei Bruttemperatur auf- 
bewahrt, und die Reduktionskraft mit Fehlingscher Loésung 
titriert. Es ergaben sich zwei giinstigste Wasserstoffionen- 
konzentrationen, wie die folgende Ubersicht zeigt. Dies hingt 
vermutlich damit zusammen, daB die beiden im Molekiil spalt- 
baren Stellen — Glucosid- und Disaccharidbindung — von 
dem Enzym bei verschiedenen Bedingungen verschieden schnell 
bzw. tiberhaupt von verschiedenen Enzymen angegriffen werden. 





vasserstoft- 
Honenkon- 
Mtration 


# cem 


P ung 
Pcuzieren 
ae Loésung | 0,08 0,15 


2,1-10-811,7- 107° |2,6+107-913,5 + 107° 15,2-107°]6,9-107°17,6-10—° 
der 
re- 


























O,175 | 0,225 | 0,075 | 0,235 | 0,185 


1-10~¢ 


0,055 


4 
Rs 





152 B. Helferich, A. Lowa, W. Nippe und H. Riedel, 


IIb. 
1 g Methylcellosid wurden in 50 com Wasser — Wasser- 
stoffionenkonzentration 3,5-10—-> — bei Bruttemperatur auf. 


bewahrt und durch Probeentnahme!) die Spaltung durch Fest- 
stellung der Drehung und der Reduktion Fehlingscher Lj- 
sung verfolgt. Anfangsdrehung —0,49° Einige Tropfen Toluol 
verhinderten die Gihrung. 




















Nr. Rca Drehung wae vs, e 
1 1 Stunde — 0,47° 0,01 
2 2 Stunden — 0,44 0,03 
3 i". — 0,41 0,07 
4 ae — 0,36 0,13 
5 4 8, — 0,25 0,45 
6 2 Tagen — 0,15 0,69 
7 ’ « — 0,08 0,89 
8 . ~ — 0,00 0,97 
9 a + 0,08 1,25 

Es wurden nun nochmals 2,5 mg Emulsin zugegeben. 

10 15 Tagen + 0,26° 1,15 

11 it + 0,85 2,15 


Die Spaltungsversuche mit den Schwefelsiiure- und Phos- 
phorsdiuresalzen des Methylcellosids wurden bei der gleichen 
Wasserstoffionenkonzentration im iibrigen wie oben angegebei 
ausgefiihrt. Sie ergaben ein negatives Resultat. 


IV. 


Die Spaltung des methyl-maltosidschwefelsauren Salzes 
wurde wie oben angegeben angesetzt. 0,55 g Ba-Salz in 27 ccm 
Lésung. Nach 24 Stunden reduzierte 1 ccm dieser Lésung 
0,35 com Fehlingsche Liésung. 


V. 


Spaltung der Amygdalinderivate: 
Schwefelsiureestersalz: 1 g auf 50 ccm Lésung. Der Ver- 





1) Zur Unterbrechung der Fermentwirkung wurden zu den ent- 
nommenen Proben einige Koérnchen festes Kaiiumcarbonat zugegeben. 

















Uber die Einwirkung von Fermenten auf Phosphorsiureester usw. 153 


such wurde mehrere Tage im Brutraum aufbewahrt und 
jedesmal, wenn die Spaltung nicht mehr fortschritt, erneut 
Kmulsin (0,1 g) zugegeben, im ganzen 0,3 g. Nach 10 Tagen 
war auch bei weiterem Zusatz die Spaltung nicht mehr zu 
vermehren. Ks reduzierte dann 1 ccm Lisung 0,85 com Feh- 
lingsche Lésung. 

Auf die gleiche Weise wurde das Phosphorsiureestersalz 
untersucht. Nach 10 Tagen reduzierte 1 ccm der Lisung 
0,55 com Fehlingsche Lésung. 





Uber die Zusammensetzung der Thyminsiure. 


Von 
R. Feulgen. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat GieBen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1923,) 


Vor mehreren Jahren habe ich gezeigt'), daB unter ge- 
eigneten Versuchsbedingungen durch sehr milde Hydrolyse 
aus dem Molekiil der Thymonucleinsiure lediglich die Purin- 
kérper Guanin und Adenin abgespalten werden, wihrend die 
Pyrimidine Zytosin und Thymin sowie die gesamte Phosphor- 
siure und endlich auch die zu den Purinnucleotiden gehérigen 
kohlenhydratihnlichen Gruppen in dem verbleibenden Kern 
vorhanden sind. Dieser Kern ist die Thyminsiure, welche 
Bezeichnung Kossel und Neumann?) einem Abkémmling der 
Nucleinsiure beigelegt haben, den sie ebenfalls durch sehr 
milde Hydrolyse (kurzes Kochen von freier Nucleinsiure mit 
Wasser) dargestellt hatten. Entsprechend der mutmabBlichen 
Struktur der Thymonucleinsaure (Schema I) halte ich die Formel II 
fiir das thyminsaure Barium fiir die wahrscheinlichste. 


Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Guanin 
Na—Phosphorsiiure—Kohlenhydrat—Zytosin 
| 
Na—Phosphorsiiure—Kohlenhydrat—Thymin 
per 


Na—Phosphorsiure—Kohlenhydrat—A denin 
Nucleinsaures Natrium. 





1) R. Feulgen, Diese Zs. Bd. 101, S. 296 (1918). 
*) A. Kossel u. A. Neumann, Diese Zs. Bd. 22, 8. 80 (1896/97). 
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Phosphorsiiure—Kohlenhydrat 
Bal ati 
a Phosphorsiiure—Kohlenhydrat—Zytosin 
(If) 
/ Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Thymin 
aia rat 
Phosphorsiure— Kohlenhydrat 


Thyminsaures Barium. 


Bei der Darstellung der Thyminsiiure legte ich, wie in der 


angefiihrten Arbeit genau beschrieben, gréBtes Gewicht auf 


mildeste Hydrolyse, die nur ein Abspalten der Purine, aber 
keine Verinderung der Kohlenhydratgruppen (iiberaus leichte 
Huminbildung!) und keine Abspaltung von anorganischer 
Phosphorsaéure als Nebenerscheinung zeigen durfte; mit anderen 
Worten, die Hydrolyse muBte so geleitet werden, daB sie 
quantitativ erfolgt, um so mehr, als die Thyminsiaure nicht 
krystallisiert, und man daher keine Méglichkeit hat, sie von 
ihren Zersetzungsprodukten zu trennen, und auch kein elektives 
Fallungsmittel fiir die Thyminsiure bekannt ist. Auch Kossel 
und Neumann legten groBes Gewicht auf die Feststellung, 
daB bei richtiger Darstellung der Thyminsiiure sich keine 
Phosphorsiure abspalten darf. 

Mit der Thyminsiure beschiftigen sich nun Thann- 


' hauser und Ottenstein!). Diese Autoren werfen den iilteren 


Untersuchern vor, da die Thyminsiure kein einheitlicher 
Kérper sei. Es ist daher erforderlich, die EKinwande der ge- 
nannten Autoren kritisch zu betrachten. 

Zunichst sagen Thannhauser und Ottenstein (Seite 39): 

»Nach den bisherigen Arbeiten entsteht aus der Thymus- 
nucleinsiure durch milde saure Hydrolyse mit 2°/,iger 
Schwefelsiure ein Kérper, den zuerst Kossel und Neumann 
als Thyminsiure beschrieben haben.“ 

Diese Behauptung ist falsch und irrefiihrend. Mir ist 
kein Autor bekannt, der durch 2°/,ige Schwefelsiiure aus 
Nucleinsiure Thyminsiure dargestellt hitte. Kossel und 
Neumann wenden iiberhaupt keine fremde Siure bei ihrer 


S$. J. Thannhauser u. Berta Ottenstein, Diese Zs. Bd. 114, 
S. 89 (1921). 


“Tp 
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Hydrolyse an, sondern sie kochen bloB freie Nucleinsiiure 
nur etwa 10 Minuten mit Wasser, und die geringe Aciditit 
der Nucleinsiure bzw. der sich bildenden Thyminsiiure kata- 
lysiert die Hydrolyse. Steudel und Brigl?) brauchen zur 
Abspaltung der Purine Salpetersiiure bei niederer Tempe. 
ratur und ersterer neuerdings Sulfitlauge?), und auch ich habe 
niemals 2°/,ige Schwefelsiure zur Darstellung der Thymin. 
siure benutzt, woriiber weiter unten gesprochen werden soll. 

Unmittelbar im AnschluB an die Angabe von Thann- 
hauser und Ottenstein, daB durch 2°/,ige Schwefelsiure 
aus Nucleinsiure die Thyminsiure entstehen soll, erwihnen 
die Autoren die Arbeit von Levene und Jacobs’), die durch 
Hydrolyse von Nucleinsaiure mit 2°/, iger Schwefelsiure nie dere 
Bausteine der Nucleinsiure, niimlich Nucleotide bzw. nucleotid- 
ibnliche Kérper, und zwar die der Pyrimidine, erhalten haben. 
Sie sagen auf Seite 40 Zeile 3: 

»Levene und Jacobs hydrolysieren ,ebenfalls‘*) tierische 
Nucleinsiure aus Fischsperma mit 2°/,iger Schwefelsiiure. 


Diesen Forschern gelang es, zwei One aus der 


Hydrolysenfliissigkeit zu gewinnen.“ 

Durch diese Gegeniiberstellung wird ein Widerspruch 
kiinstlich herbeigefiihrt zwischen den Angaben derjenigen 
Autoren, welche eine Thyminséure dargestellt haben wollen, 
und den Angaben von Levene und Jacobs, die durch an- 
scheinend denselben Kingriff niedere Abbauprodukte 
der Nucleinsiure dargestellt haben, ein Gegensatz, der weiterhin 
von Thannhauser und Ottenstein mit Entschiedenheit be- 
tont wird, und der von diesen als einziger Beweis gegen die 
Kxistenz der Thyminsiiure ins Feld gefithrt wird. Dabei be- 
ricksichtigen Thannhauser und Ottenstein nicht, dab 
Levene und Jacobs freie Nucleinsiure mit 2°/,iger Schwetel- 
sure 2 Stunden lang kochen, wihrend, wie erwihnt, Kosse! 





) H. Steudel u. P. Brigl, Diese Zs. Bd. 70, S. 398. 

*) H. Steudel und E. Peiser, Diese Zs. Bd. 111, S. 297 (1920). 

*) P. A. Levene u. W. A. Jacobs, Journ. of Biol. Chem. Bd. 12, 
S. 411 (1912). 

*) Von mir in Anfiihrungszeichen gesetzt. 
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und Neumann, die allerdings ebenfalls in Siedehitze arbeiten, 
die freie Nucleinsiure nur 10 Minuten ohne Anwendung von 
Schwefelsiiure kochen. Ich selbst erhitze das Natriumsalz der 
Thymonucleinsiure in wibriger Lisung mit nur so wenig 
Schwefelsiiure, dafi diese mit dem Natrium der Nucleinsiiure 
Natriumbisulfat bildet, 30 bis 40 Minuten auf 80° (vgl. unten). 

Weiter zitieren Thannhauser und Ottenstein wiortlich 
einen Satz aus meiner damaligen Arbeit, indem sie sagen 
Seite 42 Zeile 2): 

yHeulgen halt ein weiteres Umfillen des Kérpers fiir 
zwecklos, eine Verbesserung wiirde dadurch nicht erzielt, 
héchstens kann man es durch Umfillen vor der Analyse etwas 
besser von den in erheblicher Menge mitgerissenen Barium- 
salzen trennen.“ 

Im AnschluB an dieses Zitat fahren Thannhauser und 
Ottenstein wortlich folgendermafen fort: 

»Auf der Analyse dieses Kérpers fuBend, erscheinen so 
weitgehende Schliisse, wie die obige Formulierung, vorliutig 
sicherlich nicht zwingend, zumal durch die Arbeit von Levene 
und Jacobs der Beweis schon erbracht war, daB man bei der 
milden sauren Hydrolyse der tierischen Nucleinsiiuren Gemisclie 
von Pyrimidinnucleotiden erhilt.“ 

Hier konstruieren die genannten Autoren also wiederum 
einen angeblichen Gegensatz zwischen den Resultaten von 
Levene und Jacobs und den meinigen. Dieser ihrer Ansicht 
geben sie auch deutlich Ausdruck, wenn sie sagen (Seite 42 
Zeile 27): 

ys stehen sich also die Befunde von Levene und 
Jacobs einerseits und von Steudel und Feulgen anderer- 
seits gegeniiber. Die ersteren geben an, daB bei der milden 
sauren Hydrolyse der Thymusnucleinsiure ein Gemisch von 
zwei Pyrimidinnucleotiden entsteht, wihrend Feulgen und 
Steudel in Anlehnung an die alte Bezeichnung Thyminsiure 
auf einen noch zusammenhaftenden Komplex von Pyrimidin- 
nucleotiden schlieBen wollen.“ 

Nachdem nun Thannhauser und Ottenstein ihre 
eigenen Versuche beschrieben haben, die darin gipfeln, dag 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXVIJJ. 11 
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sie nach 4stiindigem Kochen von Nucleinséiure mit starker 
Pikrinsdure niedere Bruchstiicke, d.h. Nucleotide aus der 
Hydrolysenfliissigkeit isolierten, einer Hydrolyse, die, wie die 
Autoren selbst angeben, hinsichtlich ihrer Starke der Wirkung 
von 2°/,iger Schwefelsiiure gleichkommt, ziehen sie den Schluf 
(Seite 45), daB eine milde saure Hydrolyse zu einem ein. 
heitlichen Kérper von der Art der Thyminsiure nicht fiihre. 

Thannhauser und Ottenstein stellen also die Hydro. 
lysenergebnisse bei meiner ‘'Thyminsiuredarstellung den Ver- 
suchen von Levene und ihren eigenen Versuchen gegeniiber. 
Sie iibersehen dabei aber, daB sich die Kingriffe hinsichtlich ihrer 
Stiirke wesentlich voneinander unterscheiden. Die Bedenken, 
welche die genannten Autoren an ihrer Beweisfiihrung auf 8. 43 
ihrer Arbeit noch hatten, indem sie sagten: ,,Allerdings ist 
die Methodik der Hydrolyse der einzelnen Autoren verschieden 
und kénnte zu den Unstimmigkeiten gefiihrt haben; jedoch 
erscheinen die von Steudel und Feulgen zur Analyse ge- 
brachten amorphen Substanzen fiir ihre Einheitlichkeit nicht 
unbedingt beweiskraftig“, lassen sie spiiter vollstindig fallen 
und kommen dann zu dem iiberraschenden SchluB (Seite 45): 

»iis darf als sicher gelten, daB die milde saure Hydro- 
lyse der Thymusnucleinsiiure zu einem einheitlichen Kérper 
von der Art der Thyminsiure nicht fiihrt.“ 

Wie erwihnt, unterscheidet sich das Verfahren der Thymin- 
siuredarstellung grundsiitzlich von den Hydrolysen Levenes 
und Thannhausers. Ich erhitze ‘/, Stunde bei 80°, Levene 
und Jacobs kochen jedoch 2 Stunden mit 2°/iger Schwefel- 
siure unter Riickflu8. Thannhauser und Ottenstein sind 
im Irrtum, wenn sie glauben (Seite 41), ich hatte bei der 
Thyminsiuredarstellung die Nucleinsiure mit ca. 1°/,iger 
Schwefelsiure gespalten. Vielmehr versetze ich eine Liésung 
von 20g nucleinsaurem Natrium in 600 ccm Wasser mit 
50 com 2n-Schwefelsiure. Diese 50 ccm 2n-Schwefelsiure 
enthalten rund 5g H,SO,; von diesen werden allein 3 g ge- 
gebraucht, um aus dem nucleinsauren Natrium die sehr viel 
schwachere Nucleinsiiure frei zu machen; der Rest der Schwefel- 
siure ist also als saures schwefelsaures Natrium vor- 
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handen, und meine Hydrolyse ist nicht die einer 1°/ igen 
Schwefelsiure, sondern hinsichtlich der Wasserstoffionenkonzen- 
tration unvergleichlich schwicher. Levene und Jacobs da- 
gegen kochen freie Nucleinsiure mit 2°/,iger Schwefelsiure 
unter RickfluB. Bei ihnen kommt also die ganze Aciditit 
der Schwefelsiure zur Wirkung, wenn man von der Pufferung 
durch die schwicheren Siuren absieht, und da er zudem nicht 
30 Minuten auf 80° erhitzt, sondern 2 Stunden unter Riickflub 
kocht, so ist es wohl nicht verwunderlich, dab Levene und 
Jacobs keine Thyminsiure erhalten, sondern tiefere Spalt- 
produkte. Schon die Hydrolysenfliissigkeiten, die nach den 
beiden Methoden erzielt werden, zeigen deutlich Verschieden- 
heiten. Bei meiner Methode der Thyminsiuredarstellung wird 
keine Phosphorsiure anorganisch abgespalten, wihrend dies 
bei der Hydrolyse nach Levene und auch nach Thann- 
hauser in erheblichem MaBe stattfindet. Bei mir tritt keine 
Verinderung des kohlenhydratihnlichen Komplexes ein; denn 
erstens treten keine Huminstoffe auf, und zweitens sind die 
frewerdenden Aldehydgruppen noch unversehrt vorhanden, wie 
die Phenylhydrazonthyminsiure zeigt. Bei der Hydrolyse 
nach Levene jedoch bekommt die Hydrolysenfliissigkeit ein 
rotbraunes Aussehen, ein unanfechtbarer Beweis dafiir, daB 
Kohlenhydratgruppen unter Huminbildung zerstért worden 
sind. Durch die Hydrolyse von Levene und Jacobs findet 
also eine sehr viel eingreifendere Spaltung des Nucleinsiiure- 
molekiils statt, was durch die Isolierung der Spaltprodukte ja 
auch bestatigt wird. 

Aus dem Gesagten geht hervor, dab die Purinkérper der 
Thymonucleinsiure ganz besonders leicht abspaltbar sind, und 
in dieser Hinsicht steht die Thymonucleinsiure im scharfen 
Gegensatz zur Hefenucleinsiure, bzw. ihren purinhaltigen Nu- 
cleotiden, denn letztere erfordern zur Abspaltung der Purine 
schon 1—2 stiindiges Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure; 
und wenn ein roher Vergleich gestattet ist, so kann man etwa 
sagen, daB die Abspaltung der Purine in der Thymonuclein- 
siure tiber hundertmal leichter erfolgt als der analoge Vorgang 
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Kérper vom Charakter der Thyminsiiure tiberhaupt nur infolge 
der so leichten Abspaltbarkeit der Purine aus der Thymo-. 
nucleinsiure darstellbar ist und daB es ganz ausgeschlossen 
wiire, einen iihnlichen Kérper aus der Hefenucleinsiiure zu 
erhalten. 

Nach Thannhauser und Ottenstein soll bei der selir 
milden sauren Hydrolyse, wie ich sie zur Darstellung der 
Thyminsiure benutze, die Thymonucleinsiiure unter Freiwerdey 
von Pyrimidinnucleotiden aufgespalten werden. Wenn das der 
Fall wire, so wiire doch meine Art der Hydrolyse die beste 
Methode, um diese zu isolieren, und man mu sich wundern, 
daB Levene und Thannhauser so eingreifende Mittel an- 
wenden, um zum Ziele zu gelangen. 

Wenn die Anschauung von Thannhauser und Otten- 
stein richtig wire, wenn also hier ein Gemisch von Pyrimidin- 
nucleotiden nebst den Bruchstiicken der Purinnucleotide vor- 
lige, so miiBte, da die einzelnen Nucleotide zweibasisch sind, 
im neutralen thyminsauren Barium auf jedes P-Atom auch 
ein Ba-Atom kommen, entsprechend dem Schema III. 

Ba==Phosphorsiure—Kohlenhydrat 
TID Ba=Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Zytosin 
: Ba==Phosphorsiiure—Kohlenhydrat-Thymin 
Ba==P hosphorsiiure—Kohlenby drat 

Aus meinen Analysen des neutralen thyminsauren Bariums 
geht aber hervor, daB in ihm auf je zwei P-Atome ein Ba- 
Atom vorhanden ist, was bedeutet, dad in jedem Nucleotid 
eine Siuregruppe zur Bindung mit einem anderen Nucleotid 
verwendet ist. Ferner fiihre ich an die Analysen des thymin- 


sauren Bariums von Kossel und Neumann. Diese Forscher 


stellten, wie erwihnt, Thyminsiure durch 10 Minuten langes 
Kochen mit Wasser dar und neutralisierten dann mit Baryt- 
wasser bis zur schwach alkalischen Reaktion. Sie boten also 
der freien Siure sogar mehr als die iquivalente Menge Ba(OH), 
an. Trotzdem fanden sie in dem durch Alkoholfillung ge- 
wonnenen Ké6rper, daB darin auf zwei P-Atome nur ein ein- 
ziges Ba-Atom kommt und nicht zwei. 

Ein weiterer Beweis fiir die Einheitlichkeit der Thymin- 











a eae 


Uber die Zusammensetzung der Thyminsiiure. 161 


siure liegt in der Méglichkeit der Darstellung der Phenyl- 
hydrazonthyminsaéure nach Feulgen und Landmann.' 
, Phosphorsiure—Kohlenhydrat—Phenylhydrazin 


a 
——. 


Ba on ee 
\ Phosphorsiure—Kohlenhydrat 





; Zytosin 
[V) 





/ Phosphorsiure Kohlenhydrat—Thymin 


> _ 
a Phosphorséure—K ohlenhydrat—Phenylhy drazin 

Die freie Phenylhydrazonthyminsaéure ist nimlich, im 
Gegensatz zur Thyminsiure, in Wasser schwer liéslich, aus 
der Lésung ihrer Alkalisalze also mit Mineralsiiuren fallbar. 
Die Schwerléslichkeit kann nur zuriickgefiihrt werden auf den 
Hintritt des Phenylhydrazins an das Kohlenhydrat der ehe- 
maligen Purinnucleotide. Wenn die Thyminsiiure ein Gemenge 
von Nucleotiden oder nucleotidihnlichen Kérpern wire ent- 
sprechend dem Schema III, so miiBte die durch Mineralsiiuren 
erzeugte Hallung frei von Pyrimidinen sein, da die Pyrimidin- 
nucleotide in Wasser leicht léslich sind. Der durch Mineral- 
siiuren abgeschiedene Koérper enthilt aber Pyrimidine und gibt 
z. B., im trockenen Zustande im Rohrchen erhitzt, ein charak- 
teristisches Sublimat von Thymin in genau derselben Weise 
wie die ‘Thyminsiure. 

[ch sehe also gar keinen Grund, der Thannhauser und 
Ottenstein veranlassen k6énnte, an der Einheitlichkeit der 
Thyminsiure zu zweifeln. Wenn Thannhauser und Otten- 
stein glauben, dab die von mir dargestellte Thyminsiure ein 
Gemisch sei, so steht es ihnen ja frei, dieses Gemisch (natiir- 
lich ohne weitere hydrolytische Eingrifie) aufzuteilen, und nur 
der positive Ausfall eines solchen Versuchs, vorgenommen an 
dem nach meiner Methode dargestellten thyminsauren 


Barium, wiirde ihre Anschauungen bestiitigen. 


') R. Feulgen u. G. Landmann, Diese Zs. Bd. 102, 8. 262 (1918). 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 


I. Uber das Porphyrin der Eisenia Foetida. 
Von 


H. Fischer und 0. Schaumann. 


(Aus dem organ.-chem. Laboratorium der Techn. Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mirz 1923. 


MacMunn hat im Jahre 1886 in dem Integument von 
Regenwiirmern einen Farbstoff gefunden, den er auf Grund 
der spektroskopischen Untersuchungen fiir Himatoporphyrin 
hielt. Zielinska’) hat dieses Porphyrin unter L. Marchlewsk: 
spektroskopisch untersucht und gefunden, daf das Spektrum 
dem des Hiimatoporphyrins sehr &hnlich, aber nicht mit ihm 
identisch ist. Im Jahre 1916 hat dann Hausmann das Pig- 
ment der Eisenia Foetida mit Hilfe von Salzsiiure und Alkoho! 
herausgelést, die intensiv rote Lésung in eine chloroformische 
verwandelt und den Verdunstungsriickstand auf Sensibilisierungs- 
wirkung untersucht. Er hat festgestellt, daB die schén fluores- 
cierende, alkalische Lisung rote Blutkérperchen intensiv sen- 
sibilisiert. Wir haben die Untersuchung des Wurmporphyrins 
nach der chemischen Richtung?) neu aufgenommen und haben uns 
zunichst, da der Gedanke, daB es sich um ein dem Uro- oder 
Koproporphyrin verwandtes Produkt handeln kénnte, sehr nahe 
lag, der von H. Fischer ausgearbeiteten Estermethode bedient. 

1. Estermethode: Die Wiirmer werden in einer Porzellan- 


1) Anzejger der Krakauer Akad. d. Wissensch., math.-naturw. Kl. 
1918, 8.511. ZahlenmiBige Angaben feblen. 

*) Der gréBte Teil der hier beschriebenen Versuche wurde noch in 
Wien ausgefiihrt. 
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schale, deren Rand man, um ein Hinauskriechen zu vermeiden, 
mit verdiinnter Schwefelsiure benetzt, an einem kiihlen Ort 
12 Stunden stehen gelassen. Diese Zeit geniigt, um den Darm 
der Tiere zu entleeren, besonders wenn man sie mit Filtrier- 
papier fiittert und den abgeschiedenen Schmutz hinausschwemmt. 
Nach der vollstiindigen Entfernung des Kotes werden sie mit 
Alkohol getétet (in Bestiitigung der Beobachtung von Zielinska 
und Hausmann wurde auch hier die Absonderung einer gelben 
Fliissigkeit beobachtet) und auf Tiichern an der Luft getrocknet. 
Die getrockneten Wiirmer werden wiederholt mit Alkohol und 
Salzsiure ausgezogen. Die alkoholischen Extrakte sind braunrot 
gefirbt, zeigen deutlich das Porphyrinspektrum, enthalten aber 
noch sehr reichlich Verunreinigungen. Zur Entfernung der- 
selben wird der Alkohol fast vollstandig abdestilhert. Der 
wibrige, salzsaure Riickstand wird von den abgeschiedenen 
braunen Schmieren abfiltriert und mit Petrolather ausgeschiittelt, 
solange dieser noch braune Verunreinigungen mitnimmt. Die 
salzsaure Lésung ist jetzt braiunlichrot gefarbt, und durch Ab- 
stumpfen mit Natronlauge und Natriumacetat fallt ein brauner 
Niederschlag aus. Jetzt wird wie iiblich mit Methylalkoho! 
verestert und der Ester aus sodaalkalischer Suspension in 
Chloroform gebracht. Aus der Chloroformlésung wird der 
Harbstoff mit 25°/, iger Schwefelsiiure herausgeschiittelt, wobei 
Verunreinigungen im Chloroform zuriickbleiben. Aus der 
Schwefelsiiure wird er durch Abstumpfen wieder ausgefillt und 
nach Absaugen in Hisessig gelést. Die Lésung wird mit Ather 
versetzt und mit Wasser entmischt. Der Kisessig wird heraus- 
gewaschen, der Ather abgedampft. Der Riickstand ist nicht 
krystallisiert. Er wird abermals verestert und aus einem Teil 
das Kupfersalz dargestellt, das nicht krystallisiert. Es wird 
heiB mit Alkohol aus der Chloroformlésung als amorpher 
Niederschlag gefillt. Alle Bemiihungen, es krystallisiert zu 
erhalten, waren vergeblich. 
|. 3,727 mg: 0,432 CuO, 8,745 CO, und 1,89 Wasser. 
Cu 9,26°/, C 64,00°/, H 5,679, 


3,742 mg: 0,422 CuO, 8,795 CO, und 1,86 Wasser. 
Cu 9,01°/, C 64,10°/, H 5.56%, 
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3,425 mg: 0,163 cem N (bei 17,5°, 741 mm). 
N 5,479, 3) 
Methoxylbestimmung: 3,475 mg, 2,11 mg AgJ, 8,02°/, Methoxy), 
Aus diesen Analysenzahlen berechnet sich folgendes Atom- 
verhiltnis: 
36,47 Atome C, 37,9 H, 1 Cu, 6,72 O und 2,12 N! 


Aus diesen unstimmigen Zahlen geht zunichst hervor, 
daB der vorhandene Kérper sicher kein chemisches Jndividuum 
ist, sondern noch ein Gemisch darstellt und deshalb auch keine 
befriedigende Formel aufgestellt werden kann. AufSerdem kann 
aber auch durch die Salzsiure eine sekundire Verinderung 
eingetreten sein, die in der Zerstérung von Pyrrolkernen be- 
stehen wiirde. Blutfarbstoffe und die Porphyrine sind gegen 
den Einflu8 von Salzsiure vollkommen resistent, wenigstens 
unter den hier angewandten Bedingungen. Bei der gleich zu 
schildernden Methode wird ein Priparat erhalten, dessen Werte 
nicht schlecht auf 4 Stickstoffatome und damit auf 4 Pyrrol- 
kerne stimmen. Wir schildern zuniichst die neue Methode: 

2. Hisessigithermethode: Die Wiirmer (20 kg) werden in 
der Fleischmaschine zerkleinert und reichlich mit flieBendem 
Wasser gewaschen. Hierbei wird schlieBlich der gréBte Teil 
der Eingeweide entfernt und es bleibt fast nur die Haut zuriick 
Sie werden auf Tiichern und danach im Exsiccator getrocknet 
mit Benzol erschépfend extrahiert und dann mit Eisessig, etwa 
500 ccm auf 1 kg Trockengewicht, iibergossen und unter Um- 
schiitteln einige Tage stehen gelassen. Hierauf setzt man 
2—3 Liter Ather zu und schiittelt gut um. Dabei fallt reichlich 
braune Schmiere aus und die Eisessigitherlésung zeigt einen 
fast reinen Farbenton. Der EKisessig wurde durch Waschen 
mit Wasser grdBtenteils entfernt und die Atherlésung mit 
etwa 15°/,iger Salzséure ausgeschiittelt bis zum Verschwinden 


der Farbe. Die saure Lésung wird durch Abstumpfen aui 


etwa normal gebracht und der Farbstoff in Ather geschiittelt. 
Die Atherlésung ‘wird abgetrennt und mit festem Natrium- 





*) Fir die Ausfiithrung dieser Mikroanalysen sind wir Herrn Dr. Lieb 
sehr zu Dank verpflichtet. 
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© carbonat versetzt. Das Porphyrin fallt dabei vollkommen aus, 


so daB der Ather abgegossen werden kann. Der Niederschlag 
wird in wenig doppeltnormaler Schwefelsiiure gelist, mit Ather 
iiberschichtet und durch Verdiinnen die Schwefelsiure auf etwa 
normal gebracht. Bei dieser Konzentration geht der Farbstoff 
fast vollstiindig in den Ather. Ein etwa ausfallender Nieder- 
schlag wird wieder in Schwefelsiiure gelést und auf die gleiche 
Weise in Ather gebracht. Die aitherische Lisung wird rasch 
filtriert und stehen gelassen, wobei sich Biischel von lJanzett- 
jormigen Nadeln an der Wand des GefiBes absetzen. Die 
Hauptmenge wird gewonnen, indem man die iitherische Lisung 
teilweise eindunsten liBt und dann reichlich mit Petroliither 
bis zur Triibung versetzt. Der Farbstoff fallt dann in feinsten 
Nadelchen aus, die abgesaugt und mit Ather gewaschen 
werden (Ausbeute 14 mg). | 


6,54 mg: 15,88 Kohlensiiure, 3,80 Wasser, 0,15 Asche. ') 


C 66,24°/, H 6,50°%, 
Ohne Asche ,, 67,70 »» 6,66 
4,235 mg: 0,267 cem N (16°, 753 mm) = 7,39°/, N. 
Ohne Asche 7,55 _,, 


D0 


C,oH,gN,O, (Mol.-Gew. 712,62) Ber. C 67,38°/, H 6,799, N 7,86° 
Gef. ,, 67,70 ,, 6,66 ye 
Berechnet man aus diesen Zahlen riickwirts einen Tri- 
methyl- bzw. Tetramethylester, so wiirden die Kohlenwasser- 
stoffbestimmungen leidlich stimmen, aber die Stickstoffzahl 
fallt giinzlich heraus. Wir miissen also annehmen, daB bei 
der Kstermethode entweder eine weitgehende Zerstérung er- 
folgt oder aber ein stickstofffreier Begleiter nicht entfernbar ist. 
Kine geringe Menge des krystallisierten Praiparats wird 
wie iiblich mit Methylalkohol verestert und zum SchluB aus 
Chloroform mit Methylalkohol in der Hitze gefallt. Man 
erhalt runde Kugeln vom Schmelzp. 206—207° (korrigiert). 
Die Analyse des aus dem krystallisierten, freien Porphyrin 
erhaltenen Esters ergab folgenden Wert (Dr. Philippi): 





') Die Mikroanalysen verdanken wir Herrn Prof. Dr. Philippi und 
méchten wir ihm auch hier an dieser Stelle unseren besten Dank aus- 
sprechen. 
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4,62 mg: 0,181 N (16°, 753 mm) = 4,59°/) N. 
Also auch hier wieder der niedrige Stickstotfwert nach 
der Behandlung mit Salzsaure. 
Die spektroskopische Messung der Hisessiglésung ergab: 








612,9—601,6 588,4—554,5 541,2—528,4. 
> cnamaatinel — re a 
606.9 571,4 543.8 


Hier handelt es sich um ein ,,saures Porphyrinspektrum“, 
wie Ja auch Hamatoporphyrin und Mesoporphyrin in Eisessig 
das saure Porphyrinspektrum geben. Dab dem so ist, zeiyt 
sich beim Verdiinnen mit Ather, denn da wurde nun folgendes 
Spektralbild beobachtet: 

633,2—625,6  589,5—568,4  548,3—529,1  513,5—495,2. 

Wir sehen dai alle Zahlen gegeniiber Héimatopor- 
phyrin und Mesoporphyrin stark gegen das Rot zu _ ver- 
schoben sind. Wir werden hierauf in einer spateren Mitteilung 
niher eingehen. Viele Kigenschaften des Kérpers, insbesondere 
die starke Basizitat, wie die Empfindlichkeit gegen Mineral- 
siiuren erinnern an ein Chlorophyliderivat. Die exakte Fest- 
stellung wire natiirlich eine starke Stiitze fiir die von Schunk" 
wie von Nencki*) entwickelte Vorstellung, da der Blut- 
farbstoff sich vom Chlorophyll ableitet durch zweckent- 
sprechende Veriinderung. Allerdings ist dabei zu_ beriick- 
sichtigen, daB es sich beim Wurmporphyrin um ein Haut- 
pigment handelt (das Himoglobin dieser Wiirmer scheint das 
normale zu sein) und es miiBte ausgeschlossen werden, dab das 
Pigment aus der Nahrung der Wiirmer stammt. 

Die Fortsetzung dieser Untersuchung ist uns nur méglich 
durch das auBerordentliche Entgegenkommen von Herrn Kollegen 
Fromm in Wien, der gestattet hat, daB die Sammlung und Pripa- 
rierung der Rohwiirmer in seinem Wiener Institut unter Aui- 
sicht von Herrn Privatdozent Dr. Jansch fortgefihrt wird. 
Wir danken beiden Herren auch an dieser Stelle herzlichst. 


1) Liebig, Ann. der Chem. Bd. 290, 8. 308 (1896). 
*) Chem. Ber. Bd. 29, 8. 2877 (1896). 
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Zur Kenntnis der natiirlichen Porphyrine. 


II. Uber das Turacin.') 


Vorliiufige Mitteilung von H. Fischer und J. Hilger. 


(Aus dem organ.-chem. Laboratorium der Techn. Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Mirz 1923.) 


Von Church?) ist aus den Federn gewisser Helmvégel 
ein kupferhaltiger Farbstofi, das 'Turacin, isoliert worden und 
kiime demselben nach den Analysen die Elementarformel 
C,,H,,N,Cu,O,, zu. Von Laidlaw’) ist dann das Turacin syn- 
thetisch erhalten worden durch Behandlung von Hiimatoporphyrin 
mit ammoniakalischer Kupferlésung. Auf Grund iibereinstimmen- 
der spektroskopischer Befunde wurde die Identitaét mit dem Turacin 
angenommen, wobei jedoch keine Analysenresultate angefiihrt 
wurden. Gelegentlich unserer demnichst zu veréffentlichenden 
Untersuchungen iiber den Abbau des Blutfarbstoffes, stieBen 
wir auf die Analysen Churchs und es fiel der hohe Sauer- 
stofigehalt auf. Church fand: 


C = 58,69°/,, H = 4,60°/,, Cu = 7,01°/,, N = 6,96°/, und O = 27,74, 


und folgerte daraus die bereits oben erwiihnte Elementar- 
formel. Teilt man diese Formel durch zwei, so kommt man 


1) Inhalt wurde am 22. April bei der Zusammenkunft Siidwest- 
deutscher Chemiker in Heidelberg vorgetragen. 

*) Proc. Royal Soc. Bd. 17, 8. 436 (1869); Bd. 51, 8. 399 (1892); Philo- 
sophical Transactions Bd. 159, I, 8. 627 (1870); Bd. 183, 8. 511 (1392). 

*) Journal of Physiology Bd. 31, 8. 464 (1904). 
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zu C,,H,,.,CuN,.O,,, ein Formel, die auBerordentliche Ahn. 
lichkeit mit jener des Urinporphyrins bzw. des Kuptersalzes 
des Urinporphyrins aufweist. Das Kupfersalz des Urin. 
porphyrins wurde von H. Fischer synthetisch aus _ Urin- 
porphyrinmethylester gewonnen und kommt ihm nach der 
Klementaranalyse folgende Formel zu: C,,H,,N,O,,Cu4) Zieht 
man von diesem Ester die 7 Estergruppen ab, so kommt man 
zu dem freien kupferhaltigen Porphyrin C,,H,,N,0,,Cu. Diese 
Zahlen weisen nun eine auffallende Ubereinstimmung mit denen 
von Church gefundenen aut: 


Kupfersalz des freien Urinporphyrins: 

C 53,95,, H 3,85°/,, N 6,30°/,, O 28,76°/,, Cu 7,14° 
Turacin von Church: 

C 58,69°/,, H 4,60°/,. N 6,96°/,, O 27,74°/,, Cu 7,01° 


Vergleicht man diese Zahlen, so kann es kaum einem 
Zweifel unterliegen, dab das Turacin mit dem analytisch syn- 
thetischen Produkt identisch ist. 

Durch das Entgegenkommen von Herrn Professor Dr.Zimmer 
und Herrn Dr. Laubmann vom hiesigen Zoologischen Institut. 
denen wir auch an dieser Stelle unseren herzlichsten Dank 
aussprechen, sind wir in den Besitz von Helmvégeln gelanet. 
Wir haben nun das Kupfersalz des von H. Fischer dar- 
gestellten Urinporphyrinmethylesters mit Natronlauge verseiit, 
daraus das Kupfersalz des freien Urinporphyrins gewonnen wii 
dieses mit dem ‘luracin verglichen. 

Zieht man die Helmvogelfedern mit verdiinntem Ammoniak 
nach dem Vorgang Churchs aus, so geht der rote Farbstofi 
fast sofort mit intensiv weinroter Farbe in Liésung. Der spek- 
troskopische Befund der Lésung ist auBerordentlich ahnlich 
der ammoniakalischen Lésung des Kupfersalzes des Urinpor- 
phyrins. 


1. Kupfersalz des Urinporphyrins in verdiinntem Ammoniak: 


572,1—552,6 541,2—518,2 
2. Turacin in verdiinntem Ammoniak: 
573,8—557,0 536,4—520,14 





*) Diese Zs. Bd. 95, 8. 57 bzw. Bd. 96, 8. 151 (1915). 
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Um nun in die Porphyrinreihe hineinzugelangen, war es 
das Nichsthegendste das komplex gebundene Kupfer zu ent- 
fernen (diesen Weg hat schon Church beschritten. indem er 
das Turacin mit konz. Schwefelsiiure behandelte und feststellte, 
daB nunmehr das Haimatoporphyrinspektrum zu beobachten 
war) und dann den Ester des zugehérigen Porphyrins zu ge- 
winnen, denn der Urinporphyrinester hat einen scharfen Schmelz- 
punkt. Wir versuchten nun, zuniichst mit Kisessig-Bromwasser- 
stoff in der Hitze das Kupfer abzuspalten, was durch kurzes, 
etwa 1/, stiindiges Krhitzen auch gelang. Durch Verdiinnen 
mit Wasser und Abstumpfen des Bromwasserstoffs fiel dann 
das Porphyrin in Flocken aus, wurde abfiltriert, ausgewaschen 
und in 5°/, Soda gelést. Die Sodalésung ergab folgende spek- 
troskopische Zahlen: 

1. 613,0—608,7 2. 578,7—556,5 3. 545,8—533,2 4. 516,2—492,0 

Urinporphyrin in 5°/, Sodalésung: 

1. 619,5—604,8 2. 574,2—553,0 3. 545,3—530,4 4. 514,5—491,3 

Mit Essigsiure wurde dann das Porphyrin gefallt und mit 
Methylalkohol-Chlorwasserstoff in der iiblichen Weise verestert, 
nach S8stiindigem Stehen der Methylalkohol-Chlorwasserstoti 
im Vakuum abgedampft und sodaalkalisch in Chloroform ge- 
bracht. Die Chloroformlésung ergab folgenden spektroskopischen 
Befund: 

{. 620—630 2. 590—565 3. 530—540 4. 510—490 

Grenze gegen Rot nicht ganz scharf. 

Beim Urinporphyrinmethylester in Chloroform wurde friiher ge- 
funden: 

1. 620—628 2. 586—564 3. 526—541 4. 513—485 

Diese Zahlen stimmen also weitgehend mit dem Ester des 
Urinporphyrins iiberein. Die Chloroformlésung wurde ein- 
gedampft und die konzentrierte Liésung in siedenden Methyl- 
alkohol gegossen. Ks schied sich dann das Porphyrin ab, 
juBerlich vom Habitus des Urinporphyrinmethylesters, aber 
nicht krystallisiert. Alle Bemiihungen, es krystallisiert zu er- 
halten, scheiterten bis jetzt. 

Ks wurde nun ein weiterer Versuch gemacht mit Kisessig- 
Bromwasserstoff in der Kilte. Die Federn wurden mit Alkohol 
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und Ather nach dem Vorgang von Church behandelt, dany 
mit Ammoniak ausgezogen und der Farbstoff mit Hisessig ge. 
fallt. Nach dem Auswaschen wurde der Niederschlag feucht 
mit Hilfe von Glasscherben in ein Rohr gebracht und mit Eis. 
essig-Bromwasserstoff im Dunkeln unter éfterem Schiitteln ein- 
geschmolzen aufbewahrt. Das Turacin ging mit blaustichigem 
Rot in Lésung und wurde sodann wie oben verarbeitet. Dic 
Veresterung gelang hier nicht, es ging nichts Wesentliches ins 
Chloroform hinein. Ks ist also durch den Kisessig-Bromwasser- 
stoff eine weitgehende Zerstérung eingetreten, und die gleiche 
Erfahrung machten wir mit dem synthetischen Kupfersalz. Bei 
letzterem gelang zwar noch die Veresterung, aber eine Kry- 
stallisation des Esters fand nicht mehr statt, deshalb darf 
die Eisessig- Bromwasserstoffmethode hier nicht angewendet 
werden. 

Nunmehr lésten wir Urinporphyrin-Kupfersalz in n/10-Kali- 
lauge und behandelten heiB unter Zusatz von Sodaliésung mit 
Dimethylsulfat. Abwechselnd wurde Soda und Dimethylsulfat 
zugegeben, allmihlich schied sich der Ester flockig aus und 
konnte nach dem Erkalten in Chloroform gelést werden. Beim 
langsamen Verdunsten des Chloroforms krystallisierte der Kupfer- 
Urinporphyrin-Methylester in Nadeln aus. Nachdem es sich 
so gezeigt hatte, dab diese Methode zum Ziel fiihrt, haben 
wir mit dem Turacin den gleichen Versuch gemacht. Wir er- 
hielten tatsachlich den Ester in krystallisiertem Zustande und 
legten diese Krystalle, die von anhaftender Schmiere in An- 
betracht der geringen Menge nicht getrennt werden konnte, 
sowohl wie die des synthetischen Praparats Herrn Dr. Stein- 
metz vor, der folgendes Urteil abgab: 

1. Priparat aus Urinporphyrin-Kupfersalz: Sehr diinne, 
parallel ausléschende Nadeln; Schwingungsrichtung parallel den 
Nadeln rascher als senkrecht hierzu; schwach leuchtend und 
doppeltbrechend, kein deutlicher Pleochroismus. 

2. Priparat aus Vogelfedern: Parallel ausléschende Nadeln; 
optischer Charakter nicht mit Sicherheit erkennbar, da die sehr 
kleinen Krystalle in einer Schmiere eingelagert sind; wahr- 
scheinlich aber ebenso wie im synthetischen Praparat. 
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DaB bis jetzt die Krystallisation nur in einem Falle ge- 
lungen ist, kann seine Ursache darin haben, daB ein Gemisch 
isomerer Koérper vorliegt. Viel wahrscheinlicher aber ist es 
wohl, daB die Vogelpraiparate, die wir bearbeitet haben, kein 
ceeignetes Ausgangsmaterial waren. Dieselben lagern schon seit 
vielen Jahren und waren teilweise stark verschossen. Auch 
konnten wir natiirlich nur mit minimalsten Mengen arbeiten. 

Hilt man aber alle angegebenen Daten zusammen, so kann 
es wohl kaum einem Zweifel unterliegen, daB hier tatsiichlich 
ein Kérper vorliegt, der in die Urinporphyrinreihe hinein- 
cehért, wenn auch der absolute Identitiitsbeweis natiirlich noch 
aussteht. 

Sehr eigenartig ist die Tatsache, daB die Sehwungfedern 
der Helmvégel gleichzeitig rot und schwarz sind und nur der 
rote ‘Teil das typische Spektralbild des Urinporphyrin-Kupfer- 
salzes nach Rot verschoben 2 595,3—569,9 und 551,8—530,2 
cibt, waihrend der schwarze Teil keinerlei Spektralerschei- 
nung aufweist. Dabei wichst der rote Farbstoff an ver- 
schiedenen Stellen aus dem Schwarz heraus und umgekehrt 
geht das Rot in Schwarz iiber, so daB wohl kaum eine andere 
Annahme iibrigbleibt, als daB wechselseitige Ubergiinge zwischen 
den beiden Federfarbstoffen bestehen. Dies kann mit ver- 
schiedenen salzartigen Zustiinden, wie sie Willstitter bei 
den Anthocyanen gefunden hat, nicht erklirt werden; denn 
die Kupfersalze der Porphyrine haben unter allen Umstinden 
die gleiche Farbe und die gleiche Spektralerscheinung, nahezu 
unabhingig von der Reaktion. 

Bemerkenswert hierzu sind auch die Ausfiihrungen von 
A. W. Hofmann in den Berichten der Deutschen Chem. Ges. 


Bd. 3, S. 459 (1870). Gelegentlich seines referienden Vortrags 


iiber die Arbeit von A. W. Church demonstrierte A. W. Hof- 
mann den Kupfergehalt der roten Federn vor der Deutschen 
Chem. Ges. durch Griinfirbung der Flamme bei ihrer Ver- 
brennung und zeigte, daB die griinen Federn kein Kupfer ent- 
halten. Nach A. W. Hofmann beschrankt sich die Gegen- 
wart des Kupfers auf den roten Teil des Federbartes. Es 
wire verlockend auf Grund dieser Feststellung anzunehmen, 
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daB in den roten Partien das komplexe Kupfersalz abgelagert 
ist, in den schwarzen Partien das freie Porphyrin; diese k). 
klirung ist nicht méglich, weil das freie Porphyrin ebenfalls 
charakteristische spektroskopische Erscheinungen gibt, die dem 
schwarzen Teil der Feder fehlen. Méglich wire es aber auch, 
daB der Federfarbstoff urspriinglich als Leukoverbindung jy 
die an gewissen Stellen kupferhaltige Feder hineinkommt und 
die Entwicklung zum Farbstoff an den kupferhaltigen Stellen 
unter gleichzeitiger Oxydation und Komplexsalzbildung ein. 
tritt, wihrend an den kupferfreien Stellen nur Oxydation aber 
nach einer anderen Richtung hin erfolgt. Wir denken im 
letzteren Fall an die Analogie zum Mesobilirubinogen, das 
die Leukoverbindung des Mesobilirubins ist, das bei der Luit- 
oxydation jedoch in einen neuen Farbstoff ,.Urobilin“ iiber- 
gehen kann. 

Allie diese Verhiltnisse miissen natiirlich noch genauer 
untersucht werden, wobei der jeweilige Kupfergehalt an be- 
stimmten Stellen der Feder als Leitfaden dienen soll. Auch 
kann man den umgekehrten Weg einschlagen mit Kupfer im- 
prigniertes tierisches Material mit Porphyrinen firben. Mit 
yositiven Versuchen letzterer Art sind wir zurzeit beschiftigt. 
Noch eine Eigentiimlichkeit ist hervorzuheben. In Brehms 
Tierleben ist angegeben, daB zu Lebzeiten der Tiere der 
Farbstoff auswaschbar ist. Dies ist héchst eigenartig, da nach 
den bisherigen Anschauungen man in den Federn tote Masse 
erblickt. Nachdem der Farbstoff nach Brehm sich immer 
wieder regeneriert, mu8 wohl angenommen werden, daB hier 
wieder neuer Farbstoff zu Lebzeiten zugefiihrt wird und so 
kénnte man versucht sein zu meinen, daB die Feder hier ge- 
wissermafen ein ,,Exkretionsorgan“}) darstellt, wodurch der Or- 
ganismus das bekanntlich intensiv lichtgiftige Urinporphyrin 





1) In diesem Sinne verwertbar ist auch die relativ groBe Menge 
Farbstoff, die in den Federn enthalten ist. Aus den Schwungfedem 
eines einzigen Exemplars haben wir nahezu 0,1 g isolieren kdnnen 
Nimmt man das Gewicht eines solchen Vogels zu 500 g an und wiird: 
daraus die Farbstoffmenge fiir einen 100pfiindigen Menschen berechne», 
so ergiibe das einen Farbstoffgehalt von 10 g! 
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zur Ausscheidung bringen kénnte. Durch Uberfiihrung ins 
Kupfersalz wird dann einer weiteren schiidlichen Lichtwirkung 
yorgebeugt, denn das Kupfersalz des Urinporphyrins ist nicht 
lichtgiftig, wie wir bei Paramiicien feststellten. Ks wird von 
besonderem Interesse sein bei dieser Vogelklasse und den ver- 
wandten Gattungen nicht nur die Federn, sondern auch das 
Blut und die Exkremente genau auf Beschaffenheit und Por- 
phyringehalt zu untersuchen. 

Nachdem Church bei nicht weniger als 18 verschiedenen 
Turacusarten das Porphyrin gefunden hat und dieses in die 
Klasse der natiirlichen Porphyrine vom ‘lyp des Urinporphyrins 
hineingehért sind unseres Krachtens nach Anhaltspunkte gegeben 
fir die Entstehungsart der menschlichen Porphyrinurie, unter 
Beriicksichtigung der Ergebnisse, die H. Fischer beim che- 
mischen Abbau gewonnen hat. In der Konstitution weichen 
nimlich die natiirlichen Porphyrine vom Blutfarbstoff immerhin 
sv wesentlich ab, daB an eine Umwandlung des Blutfarbstoftes, 
so wie er heute bei den Siiugetieren vorliegt, in natiirliches 
Porphyrin nicht zu denken ist. Bei den ‘Turacusarten hat 
offenbar eine andere Art der Synthese des Blutfarbstoffes ein- 
gesetzt, ein Weg, der sich als unzweckmiBig herausstellte und 
verlassen wurde. Wichtig wird die systematische Untersuchung 
der niichsten Stammverwandten sein. Unter pathologischen 
Verhiltnissen scheint dieser Weg wieder beschritten zu werden 
und es handelt sich deshalb bei der menschlichen Porphyrinurie 
oflenbar um eine Riickerinnerung an lingst vergangene Zeiten, 
een ,chemischen Atavismus“. In diesem Sinne spricht auch 
die Krblichkeit der Porphrinurie, wie sie von H. Fischer,') 
Nobl,?) von Siemens’) u. a. festgestellt wurde, ebenso die 
latsache, daB Porphyrine in den gefirbten Kierschalen zahl- 
reicher Végel vorkommen, wie Fischer und Kég] (Veroffent- 
lichung erfolgt demniichst) zeigen konnten. 


') Wiener klin. Wochenschr. 1916, No. 32; vgl. auch Hausmann, 
Grundziige der Lichtbiologie und Lichtpathologie, Wien. S. 161 u. 165 
(1923), 

*) Wiener med. Wochenschr. No. 8 (1919). 

*) Arch. f. Dermat. u. Syph. Bd. 140, 8. 314 (1922). 

Hloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVIII. 12 
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Interessant wire es auch, ob bei der menschlichen Por. 
phyrinurie z.B. in dem Falle Petri, bei dem Schumm! 
Himatin im Serum nachgewiesen, es sich tatsichlich um Hi. 
matin handelt oder nicht etwa um das Himatin des Urin. 
porphyrins bzw. Kotporphyrins. Spektroskopisch muBte sich, 
das erkennen lassen; denn Himin in n/10 Natronlauge gelist, 
mit Hydrazin versetzt ergibt Absorption 2 532—509, wihrend 
das Kisensalz des Urinporphyrins unter gleichen Umstiinden 
528 —500 zeigt. 

Die Bearbeitung des Turacins und des Wurmporphyrins 
wird fortgesetzt und auf weitere Porphyrine ausgedehnt. 


') Diese Zs. Bd. 98, 8. 127 (1916/17). 
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Weitere Beitrige zur Kenntnis des Taxins. 
Il. Mitteilung.’) 
Von 


). Winterstein und A. Guyer. 


Hierzu eine Kurve im Text. 





(Aus dem Agrikulturchemischen Laboratorium 
der Eidgenéssischen Technischen Hochschule in Ztrich. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mirz 1923.) 


K. Winterstein und D. [atrides?) erhielten beim Abbau 
des T'axins Zimtsiiure, Benzoesiiure, Oxalsiiure, Essigsiiure und 
Benzamid. Das Jodmethyltaxin gab beim Versetzen mit 
Laugen Trimethylamin und einen hochmolekularen stickstoff- 
freien Komplex. 

Durch die liebenswiirdige Unterstiitzung von Herrn Dr. 
K. Siegfried, Chemische Fabrik Zofingen, der uns in bereit- 
willigster Weise aus den Hibenzweigen das fertige Alkaloid 
darstellen lie’, sowie durch die Freundlichkeit der Herren 
Forstmeister Zobrist und Kreisforster Bruggisser in Zofingen, 
welche uns mehrere Hundert kg Eibenzweige zur Verfiigung 
stellten, wurde es uns mdglich, die Untersuchungen iiber das 
'axin in erfolgreicher Weise weiter zu fiihren und auch eine 
Reihe von friiher gemachten Beobachtungen aufzukliren. 

Winterstein und Jatrides hatten durch Erhitzen der 
hei der Oxydation des Taxins mittels Wasserstoffsuperoxyd 
erhaltenen Lésung mit Phloroglucin und Salzsiure ein in 
groBen Nadeln krystallisierendes, bei 125° schmelzendes Produkt 
erhalten. Diese Reaktion war angestellt worden, da bei der 
Spaltung des Taxins mit Siiuren ein die Fehlingsche Lisung 


) Diese Zs. Bd. 117, S. 240 (1921). 
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reduzierender Ké6rper aufgetreten war und man feststelley 
wollte, ob diese Lésung Pentosen enthielt. Kontrollversuche 
hatten ergeben, daB Phloroglucin mit Salzsiiure und Wasser. 
stoffsuperoxyd beim Stehenlassen oder schwachen Erwiirmen 
keine krystalline Ausscheidung gab. Die Abscheidung dieses 
krystallinen Produktes war nur ausnahmsweise gelungen und 
das Produkt dabei in so geringen Mengen erhalten worden, 
da eine Mikroanalyse nicht ausgefiihrt werden konnte. 

Bei der Oxydation von Taxin mit Permanganat resultierte 
eine Fliissigkeit, welche Fehlingsche Liésung stark reduzierte 
und man konnte wohl daran denken, daB eine Carbonyl. 
verbindung, vielleicht ein Zucker, darin enthalten sei. Es war 
daher versucht worden, mit Hilfe von Phenylhydrazin ein 


Hydrazon bzw. Osazon darzustellen. In der Tat entstand aut 


Zusatz von Phenylhydrazin in Kisessig besonders bei Gegen- 
wart von Natriumacetat nach kurzer Zeit eine Ausscheidung 
wenig gefiirbter Blaittchen vom Schmelzp. 185° Die mehrfach 
durchgefiihrte Elementaranalyse ergab, da in dem Molekiil 
dieser Verbindung nur 1 Phenylhydrazinrest enthalten sein 
konnte; iiber die mutmaBliche Carbonylverbindung konnte aber 
kein nitherer AufschluB gewonnen werden. Winterstein und 
latrides hatten allerdings versucht, das mit Phenylhydrazin 
erhaltene Produkt mit Formaldehyd zu spalten und_hatten 
dann nach Entfernen des resultierenden Phenylhydrazins und des 
Formaldehyds eine Lisung bekommen, die noch Fehlingsche 
Lésung reduzierte und die mit Phenylhydrazin wieder das 
eleiche Ausgangsprodukt lieferte. 

Wie unten gezeigt wird, ist es uns bei Anwendung von 
eréBeren Mengen Ausgangsmaterial gelungen, diese beiden 
friiher gemachten Beobachtungen aufzukliren. 


I. Darstellung des Taxins. 


1.Methode. Die von Iatrides in unserem Laboratorium 
ausgearbeitete Methode!) wurde dadurch abgeiindert, daB der 





1) Diese Zs. Bd. 117, S. 240 (1921); D. Iatrides, Beitrige zur 
Kenntnis der Bestandteile von Taxus baccata L., insbesondere tiber das 
Taxin. Diss. Ziirich (1921). 
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schwefelsaure Kxtrakt anstatt mit Ammoniak mit Natronlauge 
alkalisch gemacht wurde. Bei nicht unterbrochener Weiter- 
verarbeitung trat keine Zersetzung des Taxins und Vermin- 
derung der Ausbeute ein, Ferner wurde der wiibrige, alkalische 
Extrakt nicht mit Ather, sondern mit Benzol ausgezogen. Da 
die Lislichkeit von Benzol in Wasser kaum in Betracht komunt, 
wurde dadurch die Darstellung verbilligt. Im weiteren konnte 
hei Verwendung von Natronlauge von der stets mehr oder 
weniger stark auftretenden, durch Gerbstoffe und kleine Pflanzen- 
reste gebildete Emulsion leicht abgenutscht werden. Durch 
das Aufarbeiten dieser Emulsion kann das darin enthaltene 
Taxin quantitativ gewonnen werden. 

Auf Grund dieser Abinderungen gestaltet sich die Dar- 
stellung des 'Taxins folgendermafen: Die Kibennadeln werden 
grob zerkleinert und mit so viel 1° ,iger Schwefelsiiure ge- 
mischt, bis die Nadeln vollstindig bedeckt sind. Nach 4—6- 
tiigigem Stehen wird die Lésung abgegossen und der Riick- 
stand vollstindig ausgeprebt. Die vereinigten Fliissigkeiten 
werden durch Glaswolle filtriert und die noch suspendierten 
feineren Pflanzenteile in einem hohen Zylinder absitzen ge- 
lassen. Die nun beinahe vollstiindig klare Lésung wird mit 
Natronlauge alkalisch gemacht und zweimal mit mindestens 
dem gleichen Volumen Benzol geschiittelt. 

Die sich oft bildende Kmulsionsschicht zwischen wiBriger 
Hliissigkeit und Benzol wird als solche mit dem_ gleichen 
Volumen Wasser versetzt, geschiittelt, vom Wasser abgetrennt 
und hierauf abgenutscht. Das Filtrat trennt sich klar in die 
Benzolschicht und den wiBrigen Anteil und wird mit der 
Ilauptmenge zusammen weiter verarbeitet. 

Die von Fett, Chlorophyll usw. griingelb gefiirbte Benzol- 
lisung wird mit Wasser mehrmals gewaschen, wodurch die am 
Glase haftenden klebrigen Bestandteile entfernt werden. Die 
nun vollstiindig klare Lésung wird mit etwa ?/,, ihres Volumens 
1°/,iger Schwefelsiiure ausgezogen. Durch zweimaliges Aus- 
schiitteln geht das Alkaloid quantitativ in die Schwefelsiiure 
iiber, Aus dieser wird das Taxin mit schwacher Natronlauge 
in Freiheit gesetzt, wobei eine weiBe, amorphe, kisige Fillung 


178 E. Winterstein und A. Guyer, 


entsteht. Dieselbe wird mit Ather aufgenommen, diese Liésung 
zweimal mit Wasser gewaschen, iiber Natriumsulfat getrocknet 
und hierauf der Ather so weit abdestilliert, daB® eine dicke, 
sirupése Masse resultiert. Letztere wird im Vakuumexsiccatoy 
aufgezogen und getrocknet. Dadurch wird Jaxin als yoll. 
stindig weiBe, leichte Masse erhalten, die leicht pulverisier 
werden kann. 

Ein Feinmahlen der Blatter ist nicht zweckmabig, weil 
dic dadurch nachfolgend entstehende sehr dichte Emulsion 
iiberhaupt nicht aufgearbeitet werden kann und bis zwei 
Zehntel geringere Ausbeute erzielt wird. 

2. Methode. Da sich die Darstellung von gréBeren 
Mengen Taxin mit den bei oben angegebener Methode resul. 
tierenden sehr groBen Fliissigkeitsmengen recht miihsam ge- 
staltete, wurde nach einigen Vorversuchen das ‘l'axin nach 
folgendem Verfahren mit Erfolg dargestellt: 

200 g der gleichzeitig auch nach der ersten Methode ver- 
arbeiteten Blatter mainnlicher und weiblicher Pflanzen wurden 


mit einem Brei von Calciumhydroxyd gut verrieben und hieraut 


wihrend 2 Tagen etwas antrocknen gelassen. Dann wurde 
mit Benzol iibergossen und wiahrend 4 Stunden gut geriihrt. 
Nun wurde das Gemisch gepreBt und die Benzollésung filtriert. 
Letztere wurde hierauf mit 1°/,iger Schwefelsiiure geschiittelt, 
die Schwefelsiiurelésung abgetrennt, das Alkaloid mit schwacher 
Natronlauge in Freiheit gesetzt und ausgeithert. Nach Ab- 
dampfen des tiber Natriumsulfat getrockneten Athers wurden 
folgende Mengen an ‘T'axin erhalten: 


2. Methode 1. Methode 
Blitter mannlicher Pflanzen 0,78°/, Lit, 
re weiblicher - 0,38 0,53 


Hieraus ist zu ersehen, daB diese Methode, wenn auch 
einfacher und bei gréferen Mengen sich billiger gestaltend, doch 
bedeutend schlechtere Ausbeute liefert. Vielleicht vermag das 
Jalciumhydroxyd nicht so leicht in die Blatter einzudringen, 
wie die Schwefelsiure, oder es tritt bei langerer Kinwirkung 
bereits eine Spaltung des Taxins ein. Die dabei entstehenden 
Abbauprodukte sind, wie weiter unten zu ersehen, wasserléslich 
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und werden infolgedessen mit dem wiBrigen Anteil abgetrennt 
Mit Riicksicht darauf aber, daB man bei Anwendung der letz- 
teren Methode rascher arbeitet und bedeutend weniger Extrak- 
tionsmittel braucht, war es angezeigt, fiir die Darstellung 
gréBerer Mengen von 'l'axin letzteres Verfahren anzuwenden. 


II. Taxingehalt. 
1. Von Taxus baccata anderer Provenienz. Bei 
der quantitativen Bestimmung des Taxingehaltes von Kiben- 
blittern und -zweigen verschiedener Provenienz erhielten wir 


folgende Ergebnisse: 
Taxin berechnet 


auf Troekensubstanz 


‘Taxus aus Italien (Blatter und kleinere Aste) . . — 0,33°/, 
” i ——_ ._ eee ane 
n a eee ee ee 
~ ee ea 


Sind die erhaltenen Werte von Taxus aus Italien auch 
etwas kleiner als die von einheimischen Pflanzen ausgefallen, 
so scheint doch kein prinzipieller Unterschied im Gehalt an 
Taxin zu bestehen. Viele Blatter aus Italien hatten eine 
braunrote Farbe!) angenommen, mit welcher nach friiheren 
Feststellungen eine Abnahme an ‘Taxin verbunden ist. 

2. Der Aste. 

Junge Aste aus Leimbach (4iirich). 
Wassergebalt . 2 2 6 ss + 14,0°/, 


‘Taxingehalt berechnet auf frische Aste . . 0,06 
te mt » Lrockensubstanz 0,07 


Altere Aste aus Wiilflingen (Ziirich). 
Wassergehalt . . - . «+ + + + + + 10,0%, 
Taxingehalt berechnet auf frische Aste. . 0,03 
ie = » Treckensubstanz 0,33 
Somit sind auch die Aste der Pflanze nicht taxinfrei; 
jedoch ist der Taxingehalt ein sehr geringer. 
3. Minnlicher und weiblicher Pflanzen. Im weiteren 
wurde die so oft aufgeworfene Frage abgeklairt, ob ein prin- 
aipieller Unterschied im Gehalt an ‘T'axin zwischen miinnlichen 





') Die Blatter waren von einer Drogenhandlung in Italien bezogen. 
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und weiblichen Pflanzen besteht. Wortley’) gibt an, dag 
nur die minnlichen Pflanzen giftig sein sollen, wahrend die 
weiblichen vollstandig unschiidlich seien, da er aus letzterey 
kein ‘T'axin erhalten konnte. Diese Ansicht wurde dann spiter 
von Fréhner?) widerlegt. Thorpe und Stubbs*) erzieltey 
aus den Blittern miinnlicher Pflanzen eine bessere Ausbeute 
als aus den weiblichen, wollten aber doch nicht den Schluf 
ziehen, dab der Taxingehalt der miinnlichen grésser sei. Auch 
in neuerer Zeit wurden in dieser Frage verschiedene Ansichten 
geiiuBert. In den nachfolgenden Untersuchungen wurde aus 
Blattern minnlicher Pflanzen stets eine gréBere Ausbeute an 
Taxin erzielt als aus weiblichen. Auch zeigten sich wihrend 
der 'Taxingewinnung einige bemerkenswerte Unterschiede. Die 
zu untersuchenden Blatter (je 500 g) verschiedener Art wurden 
in frischem Zustand grob zerkleinert und in iiblicher Weise 
mit 1° ,iger Schwefelsiiure behandelt. Die resultierende Siure- 
lésung von weiblichen Bliittern war braunrot gefairbt, wihrend 
diejenige der Blatter miinnlicher Pflanzen eine griine Farbe 
aufwies. Ferner war die beim Alkalischmachen der Extrak- 
tionsfliissigkeit stets auftretende Emulsion bei der Verarbeitung 
der Blatter weiblicher Pflanzen bedeutend geringer. Als Mittel- 
werte von je 2 Bestimmungen wurden folgende Werte erhalten: 


Taxingehalt in °/, 
Minnlich Weiblich 


Blatter aus Schaffhausen . . feucht 0,62 0,27 
= - 9 . . trocken 0,88 0,48 
" » Wiilflingen (Ziirich) feueht 0,40 0,32 
- - - os trocken 0,63 0.50 
,, Hochdorf (Soloth.)  feucht 0,56 0,31 
‘s i ia - trocken 0,80 0,47 


Ks ist somit nicht zu verkennen, daf& die Blitter minn- 
licher Pilanzen bedeutend gréBere Mengen 'l'axin enthalten. 

4. Von Jungsprossen. 2 Bestimmungen des Taxin- 
gehalts von Jungsprossen ergaben, daB solche gegeniiber 


') Pharm. Journ. and Transact. No. 1179 (1892). 
*) KE. Fréhner, Lehrbuch der Toxikologie f. Tieriirzte S. 212. 
3) Journ. chem. Soc. Bd. 81, 8. 874, (1902). 
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ilteren, ausgewachsenen Blattern einen merklichen Minder- 
gehalt an Taxin aufweisen. Aus je 2 Bestimmungen wurden 
folgende Mittelwerte berechnet: 





Taxingehalt berechnet auf 


feuchte Blitter | Trockensubstanz 


Jungsprossen aus Thalwil (Ziirich) . 0,22 °/. 0,38 °/, 
» Leimbaeh (Ziirich) 0,19 0,30 





III. Untersuchung des Taxins, 


}. Reinigung. Es wurde eine Reihe von Versuchen an- 
gestellt, um das Taxin in krystallisiertem Zustand zu erhalten, 
die aber alle ohne Resultat verliefen. 

Aus ganz frischen Blittern von weiblichen Pflanzen wurde 
zun erstenmal ein schneeweiBes Alkaloid erhalten, welches 
erst bei 100° zu sintern begann und bei 111° vollstiindig ge- 
schmolzen war, wihrend EK. Winterstein und D.Iatrides 92° 
als untere Grenze bestimmten und iiltere Forscher als Schmelz- 
temperatur sogar nur 82° angeben. 

2. Krystallisationsversuche von Salzen. Krystalli- 
sierte Salze des ‘laxins mit bekannten Siuren konnten bis 
anhin nicht dargestellt werden; nachfolgend wurde versucht, 
die von A. Grutterink’) angegebenen, zur quantitativen Ab- 
scheidung der Alkaloide viel benutzten organischen Nitro- 
verbindungen, welche oft charakteristische, wohl ausgebildete 
Krystalle liefern, zu verwenden. Mit den Nitrosiuren in Al- 
kohol wurden folgende Fiallungen erzielt: p-Nitrobenzoesiiure 
selblichen Niederschlag; 1,3,5-Dinitrobenzoesiure weiBe Fial- 
lung; 1,2,4-Dinitrobenzoesiiure gelbliche Fillung; Trinitro- 
benzoesiiure weiBen Niederschlag. In Ather gaben simtliche 
Reagenzien keine Fillungen. Mit Styphninsiure entstand eine 
amorphe Fallung; Oxalsiure ergab eine amorphe, weibe Fallung; 
Phosphorsiiure einen schwachen amorphen Niederschlag; Salicyl- 
siure keinen Niederschlag; gasférmige HBr erzeugte in einer 





') Zs. analyt. Chemie, Bd. 51, 8. 175 (1912); Chem. Zbl. 1912, J, 
S. 952. 
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absolut iitherischen Lésung von ‘T'axin eine flockige, amorphe, 
sehr hygroskopische Fallung. 

8. Farbenreaktionen. Beim Versetzen einer alkoho- 
lischen Lésung von T'axin mit einigen Tropfen konz. Salzsiure 
nimmt die anfanglich farblose, alkoholische Lésung langsam 
eine intensiv griine Farbe an, die erst nach mehrstiindigem 
Stehen in schmutziggriin und braunschwarz iibergeht. Besser 
als Alkohol + konz. wiBrige Salzsiure eignet sich eine ge- 
siittigte alkoholische HCl-Lésung. 

Wird eine Spur Taxin mit 2—3 Tropfen alkoholischer 
Salzsiure versetzt, so fairbt sich die Flissigkeit in der Kalte 
langsam, bei raschem Krwiirmen sofort intensiv griin. Diese 
Reaktion hat vor der bis dahin verwendeten mit konz. Schwetel- 
siure den groBen Vorzug, dab mit keinem der andern Alkaloide 
dieselben Erscheinungen auftreten. Veratrin gibt in gleicher 
Weise mit dem Reagens versetzt und schwach erwirmt Rosa- 
farbung. 

4. Basencharakter. ‘T'axin ist schon friiher als sel 
schwache Base charakterisiert worden. Immerhin konnte mit 
Lackmus eine schwache Blaufirbung erhalten werden, und 
auch Phenolphtalein wurde schwach rot gefarbt. 

5. Destillation. Beim Destillieren von ‘Taxin im Ke- 
agenzglas trat unter Gasentwicklung Zersetzung ein, wahrend 
gleichzeitig ein braunes Ol iiberging, das zu einem Firnis er- 
starrte. Kine Destillation von Taxin im Vakuum bei 10 mm 
Druck ergab ein hellbraunes Ol, in welchem bei langsamem 
Abkiihlen nach einiger Zeit wenige weibe, mikroskopisch kleine 
Krystallnadeln erschienen. Dieselben konnten aus heibem 
Wasser umkrystallisiert werden und erwiesen sich als Zimt- 
saure (Schmelzp. 132°). 

6. Destillation mit Kalk, 2 g Taxin wurden mit 
Kalk gut gemischt und langsam erhitzt. Es entwichen gelb- 
lich weiBe Nebel, die sich zum Teil an den Wandungen des 
Reagenzrohres zu einer hellgelben Fliissigkeit kondensierten. 
Dabei trat ein stechender, an Pyrrol erinnernder Geruch aul. 
Doch konnte letzteres durch einen mit konz. Salzsiure be- 
feuchteten Fichtenspan nicht nachgewiesen werden. Bei einem 
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weiteren Versuch wurden die Dampfe in Wasser eingeleitet. 
Dieses zeigte darnach deutlich alkalische Reaktion. Nesslers 
Reagens wurde stark reduziert und ergab die Abwesenheit von 
Ammoniak. 

7. Zinkstaubdestillation. Kine im Verbrennungsrohr 
in Wasserstoffatmosphare durchgefiihrte Zinkstaubdestillation ') 
ergab ein gelbes Ol. Dasselbe besaB wiederum den eigen- 
tiimlichen Geruch, wie er auch bei gewoéhnlicher trockener 
Destillation des ‘l'axins beobachtet worden war. Nach noch- 
maligem Fraktionieren des erhaltenen VDestillats zeigte die 
beinahe vollstindig farblose Mittelfraktion einen Siedepunkt 
von 143—-145°. Sie war in Alkohol und Ather leicht léslich, 
dagegen vollstiindig unléslich in Wasser. Geruch, Siedepunkt 
und Léslichkeitsverhiltnisse leBen auf Styrol  schlieBen. 
Durch Bromieren in Benzol konnte Styroldibromid erhalten 
werden, welches nach Umkrystallisieren aus 80°/,igem Alkohol 
einen Schmelzpunkt von 73—74° zeigte. Wahrscheinlich wird 
Styrol aus der im T'axinmolekiil enthaltenen Zimt- bzw. Hydro- 
zimtsiure gebildet, entsteht es doch schon bei anhaltendem 
Kochen von Zimtsaiure?), oder noch leichter in fast theoretischer 
Ausbeute beim Kochen von f-Hydrozimtsiurederivaten.*) 

8. Kinwirkung von Stickoxydgasen. 2 g '‘l'axin 
wurden in absolutem Ather gelést und darauf Stickoxydgase *) 
einwirken gelassen, welche mit bei 130° entwissertem Calcium- 
nitrat bzw. Phosphorpentoxyd getrocknet wurden. Das EKin- 
leitungsrohr, das nur bis iiber die Oberfliiche der atherischen 
Lisung reichte, iiberzog sich bei beginnender Gasentwicklung 
mit emer Haut, und nach kurzer Zeit entstand eine dicke, 
amorphe, flockige Fiillung. Diese wurde auf ein Filter ge- 
sammelt und konnte nach nochmaligem gutem Verriinren mit 
Ather als vollstiindig weiBes, amorphes Pulver erhalten werden. 
Versuche, es krystallin zu erhalten, schlugen fehl. Der Koérper 
erwies sich als ein Salz des Taxins. Es zeigt sowohl die Di- 


') Abderhalden, Biochem. Arbeitsmethoden Bd. 1,$.60(1910—1919). 
*) Gerhardt, Cahours, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 38, S. 96 (1841). 
‘) Fittig, Binder, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 195, S. 137 (1879). 
') Lunge, Chem. Ber. Bd. 11, S. 1229, 1641 (1878). 
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phenylamin- wie auch die Brucinreaktion; Jodkalistirkepapicr 
wird gebliut. Beim Erhitzen beginnt es bei 95° leicht zy 
sintern und schmilzt vollstandig unter Aufblihen und Zer. 
setzung bei 143° Der Korper ist ziemlich schwer léslich jy 
kaltem, leicht in heiBem Wasser, ferner leicht léslich in Methyl. 
und Athylalkohol, Kisessig, Essigester, Chloroform, unlislich 
in Ather, Benzol, Petrolither, Schwefelkohlenstoff. Im Gegen- 
satz zu Taxinchlorhydrat ist es luftbestindig und nicht hygro- 
skopisch. 

Kine Probe davon wurde in 1°/, iger Schwefelsiiure gelést 
und alkalisch gemacht, wobei eine dicke, weibe Fillung ent- 
stand. Nach dem Ausiathern, Abdestillieren des getrockneten 
Athers und Aufziehen des sirupésen Riickstands im Exsiccator 
hinterblieb reines T'axin, identifiziert durch Schmelzpunkt und 
Farbenreaktionen. Die entstandene Verbindung war wohl ein 
(remisch von Nitrit und Nitrat des Taxins. 


IV. Jodmethyltaxin. 

40 ¢ Taxin wurden in 800 g absolutem Ather gelést, von 
einer Triibung abfiltriert und mit 50g Methyljodid versetzt. 
Die schwach gelb gefirbte Lisung blieb anfinglich klar, nach 
kurzem Stehen entstand eine gelbliche, amorphe Fillung. Nach 
einiger Zeit wurde abfiltriert und allfallig noch vorhandenes 
Taxin mit absolutem Ather entfernt. Die Ausbeute betrug 
48,2 ¢, war also beinahe theoretisch. Zur Reinigung wurde 
dic Substanz in absolutem Alkohol gelést und mit absolutem 
Ather gefallt. Die Verbindung schmolz bei 123—125° Das 
reine Jodmethyltaxin ist im Gegensatz zu friiheren Angaben 
auch in kaltem Wasser ziemlich leicht léslich, leicht in heibem 
Wasser und Alkohol, unlislich in Ather und Petroliither. Ver- 
suche, den Kérper aus heiBem Wasser krystallin zu erhalten, 
blieben erfolglos. Die hei®e, kurze Zeit vollstindig klare, 
neutral reagierende Lésung triibte sich rasch, wihrend gleich- 
zeitig der charakteristische Geruch von Trimethylamin 
auftrat. Der die Triibung verursachende Kérper konnte 
durch starkes Aufkochen nicht mehr in Loésung gebracht 
werden. Die Spaltung in neutraler wiiBriger Lésung verlauft 
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nur langsam, sie war selbst nach wochenlangem Stehen noch 
nicht beendigt. Die Ausscheidung erwies sich als der weiter 
unten beschriebene stickstoffreie Kérper. 

Die Unbestindigkeit des Jodmethylats trat fernerhin darin 
zutage, daB eine kleinere Menge, die liingere Zeit im Exsiccator 
aufbewahrt worden war, eine Schmelzpunktserhéhung auf 141° 
aufwies. Abhnliche Veriinderung zeigte auch ein Produkt, wel- 
ches mehrere Wochen im offenen GefiB aufbewahrt worden war. 


V. Das stickstofffreie Spaltungsprodukt des Jodmethyltaxins. 


1. Darstellung. Durch Kochen des Jodmethyltaxins 
mit Wasser oder rascher durch Versetzen mit Alkalihydroxyd 
entsteht unter Abspaltung von Trimethylamin ein stickstoff- 
freies Derivat. 

20 g Jodmethyltaxin wurden in 50 ccm 95°/, igem Alkohol 
selést und hierauf 50 ccm alkoholische Natronlauge zugegeben. 
Unter gutem Umriihren wurde stark mit Wasser verdiinnt, 
wobei eine weiBe, flockige, voluminése Fiillung entstand. Noch 
bessere Ausbeuten wurden bei Ausschluf von Alkohol erzielt. 
20 ¢ Jodmethyltaxin wurden in heifem Wasser gelist, wobei 
eine kleine Menge verharzte. Von der harzigen Ausscheidung 
abfiltriert, wurde die Liésung auf etwa 30° erkalten gelassen 
und hierauf so lange n/5-Natronlauge zugefiigt, als noch eine 
Fillung weiBer Flocken entstand. Auf diese Weise fiel der 
Kérper in etwas gréberer Form aus und konnte bedeutend 
hesser abgetrennt werden. Durch Lésen in Alkohol, Ausfallen 
mit Wasser, erneutes Lisen des abfiltrierten K6rpers in ab- 
solutem Ather und Verdampfen des letzteren wurde er rein 
wei8 erhalten. Krystallisationsversuche unter den verschie- 
densten Bedingungen aus allen méglichen Lésungsmitteln 
fiihrten zu keinem Resultat. Wohl wurden einmal aus Ather 
nadelférmige Krystalle erhalten. Diese erwiesen sich aber als 


Zimtsiiure, welche wahrscheinlich als Produkt einer weiteren 


Spaltung angesehen werden muB. 
2. Kigenschaften. Der stickstoffreie Kérper schmilzt 
zwischen 120 und 140% Er ist léslich in Ather, Methyl.-, 


‘x 


Athyl- und Isobutylalkohol, Aceton, Pyridin, Chloroform, Kis- 
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essig, Amylacetat, Kssigester, Tetralin und Pentachlorithan, 
unléslich in Petrolither, Schwefelkohlenstoff und Tetrachlor- 
kohlenstoff. In Benzol, Xylol, Toluol und Etilin lést er sich 
nur in der Hitze, wihrend er sich beim Abkihlen wieder 
flockig ausscheidet. Bromwasser wird entfirbt, ebenso Kalium- 
permanganat, wobei wie bei der Oxydation von T'axin starker 
Bittermandelélgeruch auftritt. Fehlingsche Lésung wird stark 
reduziert. 

3. Abbauversuche des stickstoffreien Kérpers. 

a) Destillation. Beim LErhitzen des stickstofffreien 
Kérpers im Gliihréhrchen destillierte unter starker Zersetzung 
des Kérpers ein hellbraunes O]. Nach dem Erkalten liefen 
sich darin unter dem Mikroskop kleine nadelf6rmige Krystalle 
erkennen. 

1 g im Vakuum bei 10 mm Druck destilliert ergab beim 
Erkalten ein hellgelbes Ol; daraus schieden sich gréBere mono- 
kline Krystalle ab. Durch Vakuumsublimation wurde Zimt- 
siure (Schmelzp. 132°) erhalten. 

b) Oxydation. 2 g Substanz wurden in Wasser sus- 
pendiert und dazu normale Kaliumpermanganatlisung zutropfen 
gelassen. Hs trat sofort intensiver Bittermandelélgeruch auf. 
Nachdem bleibende Rotfirbung eingetreten war, wurde die 
Oxydationsfliissigkeit sauer und alkalisch ausgeiithert. Aus 
dem sauren Atherauszug konnte 0,3 g Benzoesiure isoliert 
werden. 

c) Spaltung durch Lauge. 2 g stickstofffreier Kérper 
wurden in 100 ccm n/5-Natronlauge suspendiert und wahrend 
6 Tagen auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Dabei blieben 
0,79 g unzersetzt, wihrend der Atherauszug aus der angesiuer- 
ten Fliissigkeit 0,56 g betrug und neben wenig Kssigsdure 
(nachgewiesen durch die Kakodylreaktion) und 0,18 g Zimt- 
siure (Schmelzp. 132°) zur Hauptsache undefinierbare, harzige 
Kérper lieferte. 

Die ausgeitherte Fliissigkeit ergab nach dem Kindampfen 
zur ‘lrockne einen gelbbraunen, amorphen, alkoholléslichen 
Riickstand, welcher die tiblichen Taxinreaktionen zeigte und 
stark reduzierende EKigenschaften besaB. 
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d) Spaltung durch Siure. 4 g stickstofffreier Kérper 
wurden in 100 ccm 90°/, igem Alkohol gelést, dazu im weitern 
50 ccm 15°/)ige Schwefelsiiure zugegeben und wiihrend 10 Stun- 
den auf dem Wasserbad unter RiickfluB erwiirmt. Es schied 
sich eine gréBere Menge eines dunkelgefarbten Harzes aus; 
durch Ausiithern konnten 0,22 ¢ reine Zimtsiiure erhalten 
werden. 


VI. Das stickstoffhaltige Spaltungsprodukt des Jodmethyltaxins. 


Die bei der Bildung des N-freien Kérpers auftretende 
Base war friiher als Trimethylamin erkannt worden. Da aber 
in der Stufe der Methylierung noch Unklarheiten bestanden 
und die Base mit ihren Homologen viele gemeinsame Kigen- 
schaften besitzt, wurden Entstehung und Charakter derselben 
noch niiher auch in quantitativer Richtung verfolgt. 

Das bei der Darstellung des N-freien Koérpers erhaltene 
Kiltrat hatte gelbbraune Farbe und zeigte starken, fischartigen 
Geruch. Da die Liésung mit Nesslers Reagens keine Fillung 
vab, waren Ammoniak und Methylamin ausgeschlossen. Nach 
Zugabe von 100 ccm Natronlauge (1:1) wurde die Base iiber- 
getrieben und in 100 ccm n/5-Salzsiure eingeleitet. Durch 
Zuriicktitrieren mit einer iiquivalenten Menge Natronlauge 
konnte der Stickstoffgehalt bestimmt werden: 

= (,2392 g N, 
welcher entspricht 
= 1,008 g (CH,),N 
= 1,62 g (CH,),N- HCl. 

Nach dem Kindampfen der salzsauren Lisung zur 'l'rockne 
und Aufbewahren der sehr hygroskopischen Masse im Ex- 
siccator wurde 1,58 g Trimethylaminchlorhydrat erhalten, 
ein Wert, der mit dem oben erhaltenen iibereinstimmt. 

Bei einer weiteren titrimetrischen Bestimmung wurde er- 
halten: 

= 0,0491 g (CH;),N 
- 0,794 g (CH,),N- HCl. 


Durch Kindampfen einer iquivalenten Menge des angesiuerten 
Basendestillats wurde gefunden 0,786 g. 
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Das erhaltene Trimethylaminchlorhydrat schmolz bei 271 
bis 272°. Zum Unterschied vom HCl-Salz des Ammoniaks 
und des Methylamins war es in Chloroform lislich. 

Das Golddoppelsalz, (CH,),NHAuCl, (Schmelzp. 248%, 
besaB einen Goldgehalt von 49,35°/, (0,0220 g Substanz gaben 
0,01113 g Gold). Theoretisch 49,40°/). 

Der Platingehalt des Platinsalzes (Schmelzp. 244° u. Z) 
wurde zu 37,00°/, gefunden (0,1000 g Substanz gaben 0,0370 ¢ 
Platin), welcher Wert mit dem theoretischen von 36,96°/, fast 
identisch ist. Ferner wurde der Chlorgehalt des Platinsalzes 
ermittelt. 0,1390 g Platinsalz wurden mit Devardascher 
Legierung reduziert, hierauf die angesiiuerte [ésung filtriert 
und mit Silbernitrat gefillt. Ks resultierten 

0,1247 g AgCl = 0,03085 g Cl = 40,22°/, 
Theoretisch = 40,34 

Im weiteren wurde das Jodtrimethylamintetrajodid, 
(CH,),NHJ+J,, in tafelformigen, gliinzenden, grauen Krystallen 
vom Schmelzp. 65° erhalten. 

Durch Ausiithern der nach dem Abdestillieren der Basen 
zuriickbleibenden Losung konnte eine geringe Menge Essig- 
und Zimtsiure erhalten werden; auch wurde der Geruch von 
Benzaldehyd wahrgenommen, der sich vermutlich durch 
Oxydation aus der Zimtsiiure gebildet hatte. 


VII. Formeln von Jodmethyltaxin und stickstofffreiem Abbau- 
produkt. 

Das schon von Thorpe und Stubbs’) dargestellte und 
analysierte Jodmethyltaxin sollte nach der Analyse dieser For- 
scher die Formel ©,,H,,0,,N-CH,J ergeben.2) Die Jod- 
bestimmung von EK. Winterstein und D. Iatrides*) ergal 
Werte, welche die Formel bestiitigten. Es wiirde somit nur 
1 Methylgruppe in das Molekiil eintreten, welche Annahme 
mit den von Hilger und Brande‘) gefundenen Werten des 


1) Journ. chem. Soc. Bd. 81, II, §. 874 (1902). 

*) Da die Valenzzumme stets eine gerade Zahl ist, muB die 
Formel H,, oder H,, besitzen. 

8) Diese Zs. Bd. 117, S. 262 (1921). 

‘) Chem. Ber. Bd. 23, S. 464 (1890). 
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yon ihnen dargestellten Taxinjodithylates iibereinstimmt. Da 
im weiteren der mit Natriumhydroxyd durch Abspaltung von 
Trimethylamin, also unter Verlust von 3 Methylgruppen, er- 
haltene N-freie Kérper nach Angaben von E. Winterstein 
und D. Tatrides?) die Formel C,,H,,0,, besitzen sollte, lag 
die Vermutung nahe, daB die von Thorpe und Stubbs selbst 
als noch nicht sicher angesehene Formel einer Korrektur be- 
durfte. Die quantitative Bestimmung aller Komponenten von 
{'axinjodmethylat und N-freiem Koérper muBte hier Aufklirung 
gehen. 

Da sich Jodmethyltaxin nur sehr schwer durch Umfillen 
reinigen l&Bt, wurde reines, vollstindig weiBes Taxin in viel 
absolutem Ather gelist und mit einem UberschuB von reinem 
Methyljodid versetzt. Die Fillung von Jodmethyltaxin ent- 
stand so in sehr feiner Form. Hiervon wurden die ersten 
und letzten Anteile abgetrennt. Nach Abnutschen und mehr- 
maligem gutem Auswaschen der Mittelfraktion mit Ather resul- 
tierte ein schneeweibes, mehliges Pulver. 

1, 0,2573 g Substanz gaben 0,5284 g CO, = 56,01°/, C, 
0,1545¢g HO = 6,72 H. 

0,3065 g CO, = 56,22 C, 
0,0902 g HO = 6,79 H. 


2. 0,1487 


J 


8. 0,1406 g a »  0,2885 g CO, = 55,95 OC, 
0,0841¢g H,O= 6,69 UH. 
4. 0,2093 ¢ ‘ » 93,45 ecm N (20° 715 mm) = 1,80°%/,. 


Im Mittel gefunden: C = 56,06°,,, H = 6,73°,, N = 1,80",. 

Berechnt fiir C,,H,,0,N-CH,J: C = 56,21 ,H=6,70 , N = 1,67. 

Gewichtsanalytisch wurde eine weitere Bestimmung fol- 
cendermaBen ausgefiihrt: In einem hohen Wiigegliischen wurden 
0.4704 g T'axin in Ather gelést und dazu 0,5 ccm Methyljodid 
segeben. Nach zweitiigigem Stehenlassen hatte sich das Jod- 
methyltaxin vollstindig abgeschieden, wiihrend die Lisung 
gleichzeitig villig klar war. Hierauf wurden Ather, iiber- 
schiissiges Methyljodid und Jodwasserstoff bei geringem Vakuum 
im Exsiccator abgesogen und das gebildete Taxinjodmethylat 
gewogen: 

') Diese Zs. Bd. 117, S. 262 (1921). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie, CXXVIII. 13 
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0,4704 g ergaben eine Zunahme von 0,0986 g. 
Berechnet fiir 1 CH,J 0,0981. 

Taxinjodmethylat besitzt somit die Formel C,,H,,0,,.N-CH,J. 

Zur Verbrennung des N-freien Kérpers wurde derselbe aus 
sorgfiltig gereinigtem Jodmethylat dargestellt. Dazu wurde 
letzteres in soviel warmem Wasser gelist, daB die filtrierte 
Lésung beim Erkalten vollstindig klar blieb. Dann wurde 
unter tiichtigem Umriihren tropfenweise eine n/10-NaOH-Lisung 
zugefiigt. Der flockig ausgefallene Kérper wurde hierauf so. 
lange mit Wasser ausgewaschen, bis der Geruch nach Tri. 
methylamin vollstiindig verschwunden war, dann in Alkohol 
gelést, mit Wasser ausgefallt und wiederum ausgewaschen, in 
Ather gelést, von wenig Unlislichem abfiltriert und die Lésung 
iiber Natriumsulfat getrocknet. Nachdem der Ather zur Haupt- 
menge abdestilliert war, wurde im Exsiccator aufgezogen uni 
so der N-freie Kérper als feines weiBes, mehliges Pulver er- 
halten. 


1. 0,1577 g Substanz gaben 0,3878 e« CO, = 67,06°/, C, 
0,1048¢ HO = 7,41 H. 
2.0,1494¢ »  0,8676 g CO, = 67,10 , 
0,0966 g HO = 7,22 H. 


Im Mittel gefunden: 67,08°/, C, 7,82°/, H. 
Berechnet fiir C,,H,,0,,: 67,80 C, 7,09 4H. 


Auf Grund dieser Resultate darf wohl behauptet werden, 
daB das Taxin ein Mol. CH,J aufnimmt und das Jodmethyl- 
taxin beim Behandeln mit Natronlauge 3 Methylgruppen ab- 
spaltet. Es scheint, dag E. Winterstein und D. Latrides 
ein nicht vollstandig reines Produkt verbrannt haben. Ein noch 
vorhandenes Produkt war in der Tat nicht vollig itherlislich. Ks 
scheint somit sichergestellt, da& Taxin eine tertiire Base 
ist, bei welcher 2 Methylgruppen am Stickstoff sitzen. Die 
Art der Methylierung und Abspaltung liBt sich dann folgender- 
maBen formulieren: 


CH, 
; tie CH, mit 
Cy.H as! ioN<On, —————— CsollsO1N—on Nac C55H 4,015 +- (CH,),N 
Taxin J N-freier Trimethy!- 


Jodmethyltaxin Koérper amin. 
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VIII. Oxydation des Taxins. 


1. Mit Wasserstoffsuperoxyd. Nach mehreren Vor- 
versuchen wurde 1 g T'axin wihrend 3 Tagen bei gewdhnlicher 
Yemperatur mit 30°/,igem Perhydrol in schwach alkalischer 
Lisung stehen gelassen. Nach dieser Zeit war deutlicher 
Benzonitrilgeruch wahrzunehmen. Nachdem die Liésung von 
wenig nicht vollstandig zersetztem T'axin abfiltriert worden 
war, wurde alkalisch ausgeiithert, wobei eine kleine Menge 
,enzamid (Schmelzp. 128°) erhalten wurde. Im sauren Ather- 
auszug wurde Essigsiiure erkannt und durch den Schmelz- 
punkt Zimtsiure nachgewiesen. Trotzdem die Zersetzung in 
alkalischer Lisung sehr rasch vor sich ging, muBte doch im 
weitern davon abgesehen werden, da dabei auch eine Spaltung 
durch Lauge eintreten konnte und die Substanzen nicht als 
spezifische Oxydationsprodukte angesehen werden durften. 

10g Taxin wurden in 200 ccm 1°/, iger Schwefelsiure 
gelist und die Liésung mit 200 ccm 30°/,igem Wasserstofi- 
superoxyd bei einer Temperatur von 45° stehen gelassen. 
Schon nach wenigen Stunden war deutlicher Bittermandelél- 
geruch wahrnehmbar. Nach 6 Tagen war die Liésung stark 
gelb gefiirbt, wihrend beim Alkalischmachen kein T'axin mehr 
ausfiel. Die Lisung wurde in 2 Teile geteilt und die eine 
Hilfte weiterhin der Kinwirkung des Wasserstoffsuperoxydes 
iiberlassen. Die andere Hilfte wurde sauer ausgeiithert. Nach 
Verdampfen des Athers hinterblieb eine dickfliissige Masse, 
(die starken Essigsiuregeruch zeigte. Nach Abdampfen der 
letzteren hinterblieb eine gelatineartige, gelbe Substanz, aus 
der nach mehrwéchigem Stehen kleine Siulen und Nadeln 
auskrystallisierten. Durch fraktionierte Vakuumsublimation 
gelang es, darin Benzoe- und Oxalsiure festzustellen. 

Simtliche Vakuumsublimationen wurden je nach Substanz- 
menge in einem wenig abgeiinderten Apparat nach Arctowski}) 
und dem Mikrosublimationsapparat von Eder’) ausgefithrt. 


') Zs. anorg. Chem. Bd. 12, S. 225 (1896). 
*) Uber die Mikrosublimation von Alkaloiden im luftverdiinnten 
Raum, Diss. Ziirich (1912). 
1$* 
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Die mit Natronlauge alkalisch gemachte Fliissigkeit wurde 
ebenfalls ausgeithert. Ks resultierten Spuren eines krystallinen 
Kérpers, welcher sich durch die Krystallform unter dem Miko. 
skop als Benzamid erkennen lieB. 

Die zuriickbleibende wiBrige Lésung wurde schwach an- 
gesiuert und auf dem Wasserbad konzentriert. Dabei trat 
ein stechender Geruch auf, der an Formaldehyd erinnerte. 
Die auf 150 ccm konzentrierte Lésung sollte nun mit Phloro. 
glucin und Salzsiiure versetzt das von EK. Winterstein und 
D. Latrides!) zuweilen erhaltene krystalline Kondensations- 
produkt ergeben. Es wurde in der Tat eine krystalline Fal- 
lung erhalten, welche in Alkohol leicht léslich, in kaltem 
Wasser und Benzol unléslich war, Durch Umkrystallisieren 
aus Alkohol wurde es in dicken, weiBen, krystallwasserhaltigen 
Nadeln erhalten und schmolz unter gleichzeitiger Abgabe des 
Krystallwassers zwischen 128° und 130° Bei der niiheren 
Untersuchung konnte Halogen nachgewiesen werden. Die er- 
haltenen Krystalle waren nicht ein Kondensationsprodukt eines 
Abbaukérpers des Taxins, sondern Trichlorphloroglucin, 
welches mit 38 Molekiilen Wasser krystallisiert.2) Die Be- 
stimmung des Mischschmelzpunktes mit dem von EK. Winter- 
stein und D. I[atrides erhaltenen, noch wenig verunreinigten, 
vermeintlichen Kondensationsprodukt ergab 129° Der nun 
als 'Trichlorphloroglucin erkannte Kérper hatte sich aus 
Phloroglucin und dem aus Salzsiiure und noch vorhandenen 
Spuren von Wasserstoffsuperoxyd freigesetzten Chlor im stat. 
nasc. gebildet. DaB KE. Winterstein und D. Iatrides dieses 
Produkt nicht immer erhielten, erklart sich folgendermaBen: 
Entweder wurde in diesem Fall die Liésung zu stark ein- 

gedampft und somit alles Wasserstoffsuperoxyd zersetzt, so dab 
sich kein Chlor bildete, oder es war ein UberschuB von H,0, 
vorhanden, wodurch zuviel Chlor entwickelt werden konnte und 
das Phloroglucin sogleich weiter in Tetrachloraceton und Tri- 
chloressigsiiure iiberging. 





') Diese Zs. Bd. 117, S. 263 (1921). 
*) Chem. Ber. Bd. 22, S. 1476 (1889); Bd. 23, S. 1732 (1890). 
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Die andere Halfte des urspriinglichen Ansatzes mit Wasser- 
stoftsuperoxyd wurde hei 45° auf 30 ccm konzentriert. Daraus 
konnte mit Ather Benzoesiure nebst 0,45 g einer harzartigen 
Masse gewonnen werden. Die mit Natriumhydroxyd alkalisch 
gemachte Fliissigkeit gab beim Ausithern Spuren von Benz- 
amid. Die nun verbliebenen Fliissigkeiten wurden mit Per- 
manganat in der Kilte oxydiert, und die Lésung zur Trockne 
verdampft. Der alkoholische Auszug des Verdampfungsriick- 
standes lieferte eine braune, kriimelige, amorphe Masse. 

2. Mit Kaliumpermanganat. Zu einer Lésung von 
10 ¢ Taxin in 60 ccm 5°, iger Schwefelsiure wurde anfanglich 
in der Kalte, nachher bei Siedehitze unter gutem Riihren eine 
10°/,ige Lésung von Kaliumpermanganat zutropfen gelassen. 
Gleich nach Beginn der Oxydation trat starker Benzaldehyd- 
geruch auf, withrend Kohlensiure und Ammoniak ent- 
wichen. Nachdem nach Verbrauch von 95 g Kaliumpermanganat 
bleibende Rotfairbung eingetreten war, wurde von ausgeschie- 
denem Braunstein abfiltriert, die Lésung, welche nur noch 
schwachen Benzaldehydgeruch zeigte, auf 250 ccm konzentriert 
und ausgeaithert. Nach dem Abdunsten des getrockneten 
Athers hinterblieb ein krystalliner Kiérper, der durch Subli- 
mation rein erhalten wurde und sich durch den Schmelzpunkt 
von 128° als Benzamid erwies. 

Die wiBrige Lésung wurde schwach angesiuert und 
zweimal ausgeiithert. Nach dem Verdampfen des Athers 
hinterblieb eine schwach gelb gefirbte, halbfeste, teils kry- 
stalline, stark nach Essigsiiure riechende Masse. Diese 
wurde mit einigen Kubikzentimetern kaltem Wasser ausgezogen 
und die Lisung filtriert, das Filtrat auf dem Wasserbad sorg- 
faltig konzentriert, mit wenig Alkohol und Schwefelsiure ver- 
setzt und destilliert. Es konnten einige Tropfen Essigester 
gewonnen werden. Die zuriickbleibende Krystallverbindung 
wurde durch Sublimation gereinigt. Sie zeigte den Schmelz- 
punkt der Benzoesiure. 

Kin Drittel der ausgeiitherten hellgelben Fliissigkeit wurde 
in mehreren Portionen mit Phenylhydrazin und Eisessig, essig- 
saurem Phenylhydrazin und Natriumacetat, usw. unter wech- 





194 E. Winterstein und A. Guyer, 


selnden Versuchsbedingungen zusammengebracht; es entstand 
aber in keinem der mannigfaltig variierten Versuche eine Fil. 
lung, wie sie EK. Winterstein und D. Iatrides erhalten 
hatten.') 

Da die genannten Autoren bei der Oxydation weniger Per- 
manganat verwendet hatten, als bei unsern Versuchen verbraucht 
worden war, wurde ein weiterer Oxydationsversuch mit 10 ¢ 
Taxin in der Kalte ausgefiihrt, wobei in der Tat mit Phenyl. 
hydrazin wenige Krystalle erhalten wurden. Da bei friiheren 
Oxydationsversuchen wiederholt Oxalsiure erhalten worden war, 
und die Oxydationsfliissigkeit mit Phenylhydrazin eine kry- 
stalline Fallung gab, welche 1 Molekiil Phenylhydrazin neben 
einem sauerstoffreichen Rest enthielt, kamen wir auf den Ge- 
danken, daB das von E. Winterstein und D. latrides ana- 
lysierte Produkt wahrscheinlich unreines Phenylhydrazinoxalat 
war, das in der Literatur bis dahin nur unvollstandig he- 
schrieben ist. Wir fanden, daS Oxalsiure noch in einer Kon- 
zentration von 0,01°/, mit Phenylhydrazin in der Kalte nach 
einiger Zeit eine krystalline Fallung gibt. Dieses aus Wasser 
umkrystallisierte Salz gab farblose Blattchen vom Schmelzpunkt 
186—187° Beim Erhitzen mit Formaldehyd auf dem Wasser- 
bade wurde das Salz unter Bildung von Oxalsiure zerlegt. 
Der Mischschmelzpunkt des von E. Winterstein und D. la- 
trides isolierten Kérpers mit dem von uns erhaltenen Oxalat 
des Phenylhydrazins ergab 186°. Damit ist also festgestellt, 
daB die von EK. Winterstein und D. Iatrides analysierte 
Verbindung nicht ganz reines oxalsaures Phenylhydrazin 
war, welches jedenfalls eine kleine Menge einer die Fehling- 
sche Lésung reduzierenden Substanz einschloB. 

Die bei unvollstindiger Oxydation des Taxins mit [er- 
manganat erhaltene Lésung reduziert Fehlingsche Lésung 
sehr stark; eine iihnlich reduzierende Substanz erhilt man auch, 
wenn man ‘'axin mit Sauren spaltet. Die Natur dieses redu- 
zierenden Kérpers konnte bisher nicht festgestellt werden. Es 
erscheint zweifelhaft, daB eine Carbonylverbindung vorliegt; 





1!) a. a. O. S. 267. 
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denn alle Versuche, mit Phenylhydrazin, Hydroxylamin, Semi- 
carbacid usw. ein Kondensationsprodukt zu erhalten, waren 
erfolglos. Die Lésung enthalt auch allem Anschein nach keine 
Glucosen. Die von E. Winterstein und D. [atrides er- 
haltenen Farbungen mit Sauren') und Phloroglucin, Resorcin, 
Orcin, ¢-Naphtol usw., welche bei Anwesenheit von Pentosen 
auftreten, wurden schon durch Kochen der ausgeitherten, wiB- 
rigen Oxydationsfliissigkeit mit maBig konzentrierten Siuren, 
also ohne Zusatz von Phloroglucin erhalten. 

Aus +/,, der zu Ende oxydierten Fliissigkeiten wurde 
0,01 g Benzamid (Schmlzp. 128°) isoliert. Die Lésung zeigte 
folgendes Verhalten: Silbernitrat, Ferro- und Ferricyanwasser- 
stoffsiure geben keine Fiallungen; Salpetersiure wirkt nicht 
ein; Kisenchlorid gibt keine Farbung; ein Kupfersalz konnte 
nicht erhalten werden. Bromwasser wird entfirbt, Fehling- 
sche Lésung wird reduziert. Phosphorwolframsiure und 
Briickes Reagens geben keine Niederschlige. Fuchsin- 
schweflige Siiure wird nicht rot gefirbt. 

Der Rest der bei der Oxydation erhaltenen neutralisierten 
Lésung wurde eingedampft, mit Alkohol ausgezogen und der 
Alkohol verdampft. Die dabei erhaltenen Krystalle wurden 
aus Wasser umkrystallisiert, schmolzen nach dem Trocknen 
im Exsiccator bei 186° und gaben alle Reaktionen der Oxal- 
saure, 

3. Mit Bleisuperoxyd. 20 g Taxin wurden in méglichst 
wenig 1°/,iger Schwefelsiure gelést, mit 100 ccm Wasser ver- 
diinnt und hierauf 143 g feines Bleisuperoxydpulver (berechnet 
fiir 20 Mole Sauerstoff und 1 Mol Taxin) unter gutem Riihren 
darin suspendiert. Dann wurde unter fortwihrendem Rihren 
bei 40—50° langsam 10°/,ige Schwefelsiure zutropfen ge- 
lassen. Neben dem zu Beginn auftretenden Bittermandelél- 
geruch (Benzaldehyd oder Benzonitril) konnte nach einiger 
Zeit ein stechend riechendes an Acet- oder Formaldehyd 
erinnerndes Gas wahrgenommen werden. Zur Identifizierung 
desselben wurden von der Lésung 100 ccm _herauspipettiert 


1) a. a. O. S, 266. 
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und von Bleisuperoxyd und Bleisulfat ‘abfiltriert. Beim Ver. 
setzen mit Natronlauge fiel kein Taxin mehr aus. 20 com 
wurden direkt zur T'rockne verdampft, wobei aber die Masse 
vollstiindig verharzte. 80 ccm der Lisung wurden einer Destil- 
lation unterworfen. Das Destillat reduzierte Fehlingsche 
Lésung sowohl wie Silbernitrat; Kaliumpermanganat wurde 
entfirbt; Sublimat ging in Kalomel iiber. Die Lésung zeigte 
simtliche fiir Formaldehyd charakteristischen Reaktionen. 

Die Hauptmenge des Destillates wurde unter mehrmaligem 
Zusatz von konz. Ammoniak zur Trockne verdampft und der 
krystalline Riickstand von gebildetem Hexamethylentetramin 
in wenigen ‘Tropfen Wasser gelést. Die erhaltene Loésung 
wurde in 2 Teile geteilt und die eine Hialfte mit 2 Tropfen 
Sublimatlésung versetzt. Hs traten Krystalle auf, die sich zu 
mehrstrahligen Sternen zusammenlagerten, sich spiter teilte: 
und in kleine Oktaeder (Schmelzp. 143°) zerfielen. Die andere 
Hilfte der Lésung wurde mit 2 Tropfen Kaliumquecksilber- 
jodidlésung und 1 Tropfen Salzsiure versetzt. Es_ bildeten 
sich schwach gelb gefirbte Sterne des hexagonalen Systems.') 
Die Bildung von Formaldehyd bei der Oxydation mit Blei- 
superoxyd ist somit bewiesen. 

Durch Ausithern der Oxydationsfliissigkeit wurden Essig- 
siiure, Benzoesiiure und Benzamid einwandsfrei bestimmt. 

Die ausgeiitherte, neutralisierte Fliissigkeit wurde auf dem 
Wasserbad auf 200 ccm konzentriert. Beim Abkiihlen der- 
selben schied sich eine harzige, gelbe Masse aus. Pikrinsiiure 
gal eine gelbe, amorphe Fillung. Die Liésung lieB sich schon 
in der Kalte durch Permanganat leicht weiter oxydieren. 
Fehlingsche Lésung wurde reduziert; mit Phosphorwolfram- 
siiure entstand keine Fallung. Ein Teil der Lésung wurde 
schwach angesiuert und zur Trockne eingedampft, der Riick- 
stand in Alkohol gelést, von anorganischen Anteilen abfiltriert. 
der Alkohol vorerst auf dem Wasserbad abgedunstet und 
hierauf im [xsiccator vollends abgesogen. Die nihere Unter- 
suchung des Riickstandes zeigte aber, daB der erhaltene Firnis 
kein einheitlicher Kérper war. 


') Romijn, Zs. f. analyt. Ch. Bd, 36, 8. 44 (1897). 
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IX. Spaltung des Taxins mit Laugen. 


1. Mit Natronlauge. Bei den ersten Versuchen waren 
nur Zimtsiure und eine harzartige Sabstanz erhalten worden. 
Fir die niheren, mit gréBeren Substanzmengen ausgefihrten 
Untersuchungen wurden folgende Spaltungen durchgefiihrt: 

10 g Taxin wurden in 400 ccm 1°/,iger Schwefelsiure 
gelést, die Lésung filtriert und soweit mit konz. Natronlauge 
versetzt, daB 1 Liter einer n/5-Lésung resultierte. Schon nach 
wenigen Stunden hatte sich die schwach gelbe Farbe der 
Lisung stark vertieft; nach 6 Tagen war das Taxin zersetzt 
und die Lésung beinahe vollstindig klar. 0,1 g wurde als 
fester unléslicher Riickstand erhalten und erwies sich als un- 
zersetztes, in grober Verteilung ausgefallenes Taxin. Die 
Flissigkeit wurde zweimal mit Ather ausgeschiittelt. Beim 
Konzentrieren der iiber Natriumsulfat getrockneten itherischen 
Lisung schied sich ein schwach gelb gefarbter, amorpher K6érper 
aus (0,2 g). Derselbe léste sich weder in heiBem Wasser noch in 
verdiinnten oder konzentrierten Siuren; es war demnach kein 
Taxin. Beim Erhitzen begann sich die Substanz oberhalb 200° 
zu briiunen, um dann zwischen 245 und 250° zu schmelzen. 
Mit konz. Schwefelsiiure zeigte sie die iitblichen Taxinreaktionen 
und hatte mit dem urspriinglichen Alkaloid auch den stark 
bittern Geschmack gemein. 

Die konzentrierte iitherische Lésung wurde hierauf voll- 
stindig zur Trockne verdampft, wobei 0,23 g unzersetztes ‘l'axin 
verblieben. Es waren somit total 0,33 ¢ = 3,8°/, Taxin un- 
zersetzt zuriickerhalten worden. 

Die alkalische Liésung wurde mit Schwefelsiure schwach 
angesiuert und wiederum zweimal ausgeiithert. Durch Ver- 
dampfen des Athers wurden 0,98 ¢ eines teilweise krystallinen 
Produktes erhalten. Auch wurde deutlicher Geruch von Essig- 
siture wahrgenommen. Durch Ausziehen mit heifem Wasser 
konnte neben den in geringer Menge gebildeten Harzen 0,47 g 
Zimtsiiure vom Schmelzp. 131,5° isoliert werden. Die durch 
Bromieren in Schwefelkohlenstofflésung dargestellte Dibrom- 
zimtsiure ergab einen Schmelzpunkt von 198° 

Die ausgeiitherte wibrige Lésung wurde hierauf mit Natron- 
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lauge neutralisiert und im Vakuum bei 30—31° zur Trockne 
verdampft. Mit absolutem Alkohol wurde vom gebildeten Natrium- 
sulfat getrennt und durch Abdestillieren des Alkohols eine gelb- 
braun gefarbte, hygroskopische Masse erhalten, welche erst 
nach langerem Evakuieren erhiartete. Die Eigenschaften und 
das Verhalten dieses Produktes werden weiter unten erwihnt.") 

Weiterhin wurden 40 g axin der gleichen Spaltung unter- 
worfen. Eine quantitative Verfolgung der Abbauprodukte, vor 
allem der in Wasser nicht unbetrichtlich léslichen Zimtsiure 
sollte dadurch erméglicht werden, daB die Lésung konzen- 
trierter (2n) gehalten wurde. Die Zersetzung begann ziemlich 
rasch, ging aber auch selbst nach mehreren Tagen nicht zu 
Knde. Durch Zusatz von Wasser wurde die Lésung n/2 ge- 
macht und nun war schon nach 3 'l'agen vollstindige Zer- 
setzung erreicht. Die Aufarbeitung der Fliissigkeit lieferte 
die gleichen, oben erwahnten Produkte. AuBerdem konnte 
Essigsiure durch die Uberfiihrung in Essigester und die 
Kakodylreaktion identifiziert werden. Von der angewandten 
Substanz waren 2,7 g unverindert zuriickerhalten worden, 
wihrend die isolierten Zersetzungsprodukte 35,7 g ausmachten. 

Bei einer weiteren Spaltung von 100g Taxin fiel beim 
Ansauren der miiBig konzentrierten alkalischen Lésung ein Kérper 
in Flocken aus. Neben Zimtsiure muBte noch eine weitere 
Atherlésliche Substanz vorhanden sein, da der Niederschlag 
intensive Taxinreaktion zeigte und fuBerst bitteren Geschmack 
besaB. Nach den ausgefiihrten Reaktionen scheint ein Phenol 
in Frage zu kommen. Auch im Atherauszug aus der sauren 
Fliissigkeit (9 g) waren aufSer Essig- und Zimtsiure Anteile 
eines solchen K6rpers enthalten. Durch mehrmaliges Be- 
handeln mit NaHCO, wurden die Siuren entfernt, wonach 
noch eine Substanz in der atherischen Lésung verblieb, dic 
erst auf Zusatz von NaOH in den wiBrigen Anteil iiberging. 
Es ist méglich, dab ein héheres Phenol vorliegt. 

2. Mit Bariumbydroxyd. 10g Taxin wurden in 200 ccm 
normaler Bariumhydroxydlésung in feiner Form suspendiert 


1) S. 199. 
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und bei einer Temperatur von 40° mehrere Tage stehen ge- 
lassen. Diese Spaltung verlief bei weitem nicht so glatt. Kin 
groBer Teil verharzte und umhiillte noch nicht gespaltenes 
Taxin mit undurchlissigen Krusten, so da beim darauffolgenden 
alkalischen Ausithern beinahe die Hialfte des angewandten 
'axins unverindert zuriickerhalten wurde. Als Spaltungs- 
produkt konnte neben Zimt- und Kssigsiure wie bei der 
Spaltung durch Alkali eine gelbbraun gefirbte Base isoliert 
werden. 

8. Mit Ammoniak. Ein Versuch, Taxin durch konz. 
Ammoniak zu spalten, zeigte, daB das Alkaloid erst nach 
langerer Zeit und auch dann nur unvollstindige Spaltung 
erleidet. 

Aufarbeitung der bei der Spaltung mit Lauge 
erhaltenen, mit Alkohol extrahierten wasserléslichen 
Substanzen. Die vereinigten nach dem Ausithern bei der 
Spaltung mit Natronlauge erhaltenen, gelb gefirbten Losungen 
wurden neutralisiert, vorsichtig zum Sirup eingedunstet, letz- 
terer mit Alkohol behandelt, der Alkohol abdestilliert und der 
Riickstand im Exsiccator aufbewahrt. Nach mehrwéchigem 
Stehen hatte sich eine kleine Menge weiBer Nadeln aus- 
geschieden. Kine Probe hiervon wurde auf Ton von der Mutter- 
lauge getrennt und aus einem Gemisch von Alkohol und Ather 
umkrystallisiert, wonach sie einen Schmelzpunkt von 60—61,5° 
zeigte. Die Verbindung erwies sich als Natriumacetat. Die 
Hauptmenge des braun gefirbten Riickstandes wurde in 200 ccm 
Wasser gelést, hierauf eine Liésung von 15 g reiner Schwefel- 
siure in 88 ccm Wasser zugefiigt und mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. Nach zweistiindigem Stehen wurde die Fiallung 
auf ein Filter gesammelt, mit 5°/,iger Schwefelsiure aus- 
gewaschen und in bekannter Weise mit Bariumhydroxyd zerlegt, 
vom Bariumwolframat abfiltriert und die Lésung mit Kohlen- 
saure und dann mit Schwefelsiiure vollstindig von Barium 
befreit. Die Lésung reagierte stark alkalisch; sie enthielt 
weder Ammoniak noch Methylamin; NeBlers Reagens und 
Fehlingsche Liésung wurden stark reduziert. Beim Erhitzen 
mit Permanganat oder Wasserstoffsuperoxyd trat Benzaldehyd- 
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geruch auf. Konz. Schwefelsdure gab intensive Rotviolettfarbung. 
Beim Erhitzen mit Natronlauge war deutlicher Amingerucl, 
bemerkbar. 

Kin Teil der hellgelben Lésung wurde mit Salzsiure neu- 
tralisiert und im Vakuumexsiccator zur Trockne eingedunstet. 
Ks resultierte eine amorphe Masse. 

Die Hauptmenge wurde mit Salzsiiure angesiiuert und im 
Vakuumexsiccator stark konzentriert. Nach mehreren Wocher 
hatten sich in dem Sirup einige Krystalle von rhombischem 
oder monoklinem Habitus ausgeschieden. Sie wurden durch 
nochmaliges Umkrystallisieren aus Alkohol und Ather rein 
erhalten. Nach Abpressen auf Ton, nochmaligem Auswaschen 
mit Ather und Trocknen im Exsiccator zeigten sie einen 
Schmelzpunkt von 173—174°. Der Kérper enthielt Stickstoff 
und Chlorionen. NeBlers Reagens zeigte die Abwesenheit 
von Ammoniak. Beinahe alle Alkaloidfallungsreagenzien ergaben 
Fallungen. Auf die Zunge gebracht, schmeckte der Stoff zuerst 
scharf, nachher lange Zeit tiuBerst bitter und wirkte schwach 
aniisthesierend. 

Die iather-alkoholische Lésung gab auf Zusatz von_ viel 
Ather eine braune, 6lige Ausscheidung. 

Bei mehreren darauffolgenden, in gleicher Weise durch- 
gefiihrten Spaltungen mit Lauge wurde dieser letztere, siru- 
pose Korper stets wieder erhalten; dagegen gelang es auch 
trotz Impfen nur noch einmal, das krystalline Produkt wieder 
zu bekommen, nimlich aus einer Lisung, die ebenfalls langere 
Zeit mit Salzsiiure stehen gelassen worden war. Es schien 
somit, da8 die primiir entstandene Verbindung durch Siure- 
einwirkung weiter zu einer niedrigeren Base abgebaut wurde, 
deren Chlorhydrat krystallisiert. Diese Vermutung wurde durch 
die direkte Siurespaltung des Taxins bzw. der durch Kin- 
wirkung mit Lauge erhaltenen Substanz bestitigt. 

Die oben erhaltene Fillung von Bariumwolframat wurde 
mit absolutem Ather und hierauf mit Alkohol ausgezogen. 
Der iitherische Auszug ergab nach dem Abdestillieren des 
setrockneten Athers eine gelbe, harzige Masse, aus welcher 
durch Sublimation 0,02 g Zimtsaure isoliert werden konnten. 
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Als Riickstand hinterblieb ein unterhalb 100° fest werdendes 
(1. Durch Destillieren selbst bei hohem Vakuum war es nicht 
miglich, letzteres rein zu erhalten. Aus dem alkoholischen 
Auszug konnten bei vollstindigem Eindampfen zur Trockne 
nur Spuren einer festen Substanz erhalten werden. 

Das Filtrat der Phosphorwolframsiurefillung, welches die 
nicht basischen Bestandteile enthielt, wurde mit Ba(OH), neu- 
tralisiert und die Lésung auf dem Wasserbad eingeengt. [Der 
Riickstand zeigte Bittermandelélgeruch. Durch Auflésen in 
absolutem Alkohol wurde von anorganischen Bestandteilen ge- 
trennt. Beim Zutiigen von Wasser entstand eine 'l'riibung. 
Diese liste sich beim Erwiirmen der Lésung aut, worauf beim 
Krkalten wenig Benzoesiure auskrystallisierte. 

Quantitative Bestimmung der Essigsiure. Kine 
abgewogene Menge ‘l'axin wurde nach der Methode von Fre- 
senius!) in Phosphorsiure gelést, mit Natronlauge in feiner 
Verteilung ausgefillt und in 10°/, iger Lauge in der Kilte der 
Spaltung iiberlassen. Nachdem diese beendigt war, wurde von 
wenig Unzersetztem abfiltriert, das Filtrat mit Phosphorsiiure 
angesiuert und hierauf bis fast zur T'rockne abdestilliert. 
Nach dem Erkalten wurde zu dem Riickstand 50 com Wasser 
zugefiigt und wiederum abdestilliert. Dieselbe Operation wurde 
noch zweimal wiederholt und das ganze Destillat auf ein be- 
stimmtes Volumen aufgefiillt. 100 ccm des Destillats wurden 
mit n/5-Natronlauge unter Verwendung von Phenolphthalein 
titriert. Da aber bei der Destillation auch Zimtsiiure mit dem 
Wasserdampf iibergegangen war, wurde dieselbe mit n/50- 
Kaliumpermanganatlisung in der Hitze in Benzoesiiure iiber- 
vefiihrt. Die aus dem Sauerstoffverbrauch berechnete Menge 
Zimtsiiure hatte eine entsprechende Menge Natronlauge neu- 
tralisiert, welche von der total verbrauchten Anzahl Kubik- 
zentimeter in Abzug gebracht wurde. Die Anzahl verbrauchter 
Kubikzentimeter n/5-NaOH ergibt, mit 0,012006 multipliziert, 
die Essigsiiure in Gramm. 


') Zs, analyt. Chem. Bd. 5, S. 315 (1866); Bd. 14, S$. 172 (1875); 
Bd. 47, S. 597 (1908). 
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a Resul- | NaOH oe Ent- ~ Eesi eae ; fy 
Ge | tierende | fir 100] KMnO, | 41 | sprech. |_—— "8 
na "| Flissigk. |Lésung] in ccm | |, cem Ge- Be- 
8 | in cem | in eem & | NaOH | funden | rechnet 
2,040 500 | 3,027 | 20,58 |0,0261] 0,882 | 0,1711 | 0,1827 
4,818} 1000 | 3,783 | 34,30 |0,0870] 2,940 | 0,4189 | 0.4815 























Die gefundenen Werte zeigen, daB bei der Laugenspaltung 
1 Mol Essigsiiure abgespalten wird. 


X. Das amorphe, stickstoffhaltige Zwischenprodukt der Spaltung 
mit Lauge. 


1. Darstellung und Eigenschaften. Die bei der 
Laugenspaltung als schwach braune, sirupése Fliissigkeit er- 
haltene wasserlisliche Masse (S. 200) wurde zur weiteren Rei- 
nigung nochmals mit Phosphorwolframsiure gefallt und die 
Fallung mit Bariumhydroxyd zersetzt. Die im Exsiccator zu 
Sirupkonsistenz eingedickte Masse liste sich in Alkohol leicht 
auf und wurde daraus mit Ather, Benzol, Petrolither, Chloro- 
form usw. stets als braune, halbfeste Masse ausgeschieden. 
Ebenso entstanden auch mit Siuren keine krystallinen Ver- 
bindungen. Gegen Fillungsmittel und Reagenzien verhilt sich 
die Substanz folgendermaBen: Phosphorwolframsiure gibt eine 
dicke, weiBe Fiillung; Pikrinsiiure eine élige Fiillung; Pikrolon- 
siure in konzentrierter Liésung élige Fallung; Briickes Re- 
agens keinen Niederschlag; Platinchlorid keine Fallung, beim 
Konzentrieren resultiert eine sirupése Masse; Goldchlorid gibt 
eine gelbe Fillung. Mit konz. Schwefelsiure entsteht Rot- 
violettfarbung, wie mit Taxin. Bromwasser wird entfirbt, 
Fehlingsche Lisung reduziert. Kaliumpermanganat wird 


schon in der Kilte, rascher und weitgehender in der Wirme 
reduziert. Das salzsaure Salz war nicht darzustellen, da beim 
Versetzen mit konz. HCl intensive Rotfarbung auftrat; wurde 
die Base mit verd. HCl versetzt und im Exsiccator wenig kon- 
zentriert, so fiirbte sich die Liésung dunkelbraun. 

Diese basische Verbindung ist léslich in Wasser, Methyl-, 
Athyl- und Tsobutylalkohol, schwer in Aceton und Pyridin, 
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unléslich in Ather, Benzol, Petrolither, Xylol, Essigester, Tetra- 
chlorkohlenstoff, Schwefelkohlenstoff und Chloroform. 

2. Acetylierung. Die in wiaBriger Liésung vorhandene 
Verbindung wurde durch 1 stiindiges Erwarmen auf dem Wasser- 
bad mit einem groBen Uberschu8 an Kssigsiiureanhydrid zu 
acetylieren versucht. Beim EingieBen der Reaktionsflissigkeit 
in kaltes Wasser schied sich ein krystalliner, in heiBem Wasser 
léslicher K6rper in Form von Nadeln aus. Durch Schmelz- 
punkt 132° und Uberfiihrung in das Dibromderivat vom 
Schmelzp. 198° wurde Zimtsaure nachgewiesen. Da nach 
dem Ansiuern der urspriinglichen Fliissigkeit mit Essigsiure 
keine Zimtsiure hatte ausgeiithert werden kiénnen, muBte sich 
diese beim Kochen mit Essigsiureanhydrid gebildet haben. 
Wie sich aus weiteren Befunden ergab, erfolgte durch die 
konz. Kssigsiiure eine Spaltung unter Bildung von Zimtsiiure. 

Winterstein und [atrides hatten auch bei der Acety- 
lierung des Taxins Zimtsiiure erhalten. Es* hatte auch dort 
eine Spaltung durch Essigsiiure stattgefunden. 

3. Spaltung mit Siiuren. Da allem Anschein nach 
das basisch reagierende Spaltungsprodukt durch Siiuren eine 
weitere Spaltung erleidet, wurden 10g in 100 ccm 10°/, iger 
Schwefelsiure gelést und wiihrend 10 Stunden auf dem Wasser- 
bad erhitzt. Gleich am Anfang schied sich ein dunkelgefirbtes 
Harz aus. Die Lésung wurde von diesem abgetrennt und 
weiter erhitzt, bis keine Ausscheidung mehr erfolgte. Nun 
wurde filtriert und das klare Filtrat sauer und alkalisch aus- 
geiithert. Ks konnten 0,3 g Zimtsiure isoliert werden; beim 
Verdampfen des Atherauszugs aus der alkalischen Flissigkeit 
verblieben nur Spuren einer festen Substanz. 

Die ausgeiitherte Lisung wurde bei Gegenwart von 5°/, 
Schwefelsiure mit Phosphorwolframsiure versetzt, die Fallung 
mit Bariumhydroxyd gespalten und die barytfreie Lésung ein- 
gedunstet. Ks entstanden keine Krystalle. Nun wurde mit 
Salzsiure versetzt und im Exsiccator iiber Natronkalk stehen 
gelassen. Nach einigem Stehen schieden sich grobe Krystalle 
aus. Dieses krystalline Produkt zeigte keine Taxinreaktion 


mehr und stimmte vollstiindig iiherein, sowohl in bezug auf 
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Schmelzpunkt, Lésungsverhiltnisse, wie auch im Verhaltey 
gegeniiber den Alkaloidfillungsreagenzien mit dem durch direkte 
Siurespaltung des Taxins erhaltenen, spiter genau beschrie- 
benen Korper. Im ganzen wurden 2,35 g = 24°/, salzsaures 
Salz der krystaliinen Verbindung erhalten, d. h. 22% 
freie Base bezogen auf Taxin. Die Ausbeute war geringer, 
als bei direkter Spaltung mit Sauren. 

Aus der harzigen Masse, welche unter 100° dickfliissig 
wurde, konnten weder durch Destillation, noch durch An- 
wendung verschiedenster Lésungsmittel irgendwelche charakte- 
risierbaren Verbindungen isoliert werden. Die Masse ist in 
Ather und Wasser vollstiindig unléslich, leicht léslich in Al- 
kohol. 

Mit Schwefelsiiure entsteht intensive Rotviolettfirbung, 
mit alkoholischer Salzsiiure Griinfirbung; Fehlingsche Liésung 
wird reduziert. Es scheint, da& die die hauptsiichlichsten 
‘l'axineigenschaften bedingenden Bestandteile des Molekiils in 
diesem Harz, welches zuniichst ein noch vollig unbekanntes 
Spaltungsprodukt repriisentiert, enthalten sind. 


XI. Das krystalline, stickstoffhaltige Abbauprodukt. 

1. Darstellung aus 'Taxin durch Spaltung mit Siuren. 

a) Mit verdiinnten Siuren. Da durch die Laugen- 
spaltung der krystallisierte Kérper nur auf Umwegen zu er- 
halten war, wurde versucht, die oben beschriebene Verbindung 
direkt durch Siiurespaltung des Taxins zu erhalten. 

14 g Taxin wurden in 100 ccm 5°, iger Schwefelsiiure 
gelést und wihrend 10 Stunden auf dem Wasserbad bei Koch- 
temperatur gespalten, wobei sich nach kurzer Zeit ein braunes, 
dickes Ol abschied, welches beim Abkihlen erstarrte. Die 
Fliissigkeit wurde davon abgetrennt, wihrend etwa 2 Stunden 
liber freier Flamme aufgekocht und das dabei verdunstende 
Wasser stets ersetzt. Nach weiteren 2 Stunden fiel beim 
Alkalischmachen kein Taxin mehr aus. Durch Ausiithern 
konnten 1,0 g Essig- und Zimtsiiure isoliert werden. Nun 
wurde mit Ba(OH), schwach alkalisch gemacht und ausgeschiit- 
telt. Hierauf wurde so lange tropfenweise mit Schwefelsiiure 
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versetzt, bis alles Ba(OH), ausgefallt war. Die Lésung reagierte 
aber trotzdem stark sauer; es war eine noch betrichtliche 
Menge Hssig- und wohl auch Zimtsdure in Lisung geblieben. 
Die 5°/, ig schwefelsaure Lésung wurde mit Phosphorwolfram- 
siiure versetzt und die Fallung mit Baryt in iiblicher Weise 
cespalten. Aus der mit Salzsiure neutralisierten, bis zu hoher 
Konzentration eingedunsteten Fliissigkeit krystallisierten nach 
einigem Stehen grobe, derbe SpieBe aus. Das Produkt wurde 
auf Ton abgepreBt und die schon beinahe weiBe Substanz in 
absolutem Alkohol gelést, die Lésung filtriert, alsdann auf 35° 
erwarmt und soviel absoluter Ather zugefiigt, daB eben eine 
kleine Triibung entstand. Es begannen sich beim Abkiihlen 
sogleich zum Teil recht groBe Krystalle auszuscheiden. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol + Ather resultierte 
ein rein welBes Produkt. Es erwies sich als vollkommen 
identisch sowohl in bezug auf Schmelzpunkt und Léslichkeit, 
wie auch im Verhalten gegeniiber simtlichen Alkaloidfallungs- 
reagenzien mit dem zuerst bei der Laugenspaltung des Taxins 
und darauffolgendem Erhitzen mit Salzsiure isolierten kry- 
stallinen K6érper. S. 200. 

b) Mit konzentrierten Siuren. ‘Taxin wurde mit 
90°/,iger Schwefelsiure versetzt. Es trat die iibliche Rot- 
firbung auf, die aber bald iiber braunrot in schwarz iiberging. 
Nach etwa 1/, Stunde fiel beim Alkalischmachen kein Taxin 
mehr aus. Die Fliissigkeit gab mit den Alkaloidfallungs- 
reagenzien keine Fallungen mehr; die Base war zerstért worden. 

Bessere Ergebnisse lieferte die Spaltung mit konz. Salz- 
siure. Schon nach 1/,stiindigem Erwirmen von Taxin mit 
einer 20°/, igen Salzsiurelésung fiel beim Alkalischmachen kein 
l'axin mehr aus. Phosphorwolframsiiure erzeugte eine starke 
Fillung; dieselbe war aber intensiv gefarbt und lieferte ein 
unreines Produkt, so daB die Verwendung konzentrierter Siuren 
fir die Hydrolyse nicht zu empfehlen ist. Weitaus die besten 
Kirgebnisse wurden mit 10°/, iger Schwefelsiure erzielt. 

c) Mit alkoholischer Salzsiure. 2g Taxin wurden 
mit alkoholischer Salzsiure wihrend 8 Stunden am RiickfluB- 


kithler gekocht. Die griine Lisung farbte sich nach kurzer 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVIII. 14 
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Zeit braun. Nach beendeter Spaltung wurde der Alkohol b:j 
niederer Temperatur abgedampft und der Riickstand mit Wasser 
versetzt. Dabei léste sich nur ein kleiner Teil desselben; zur 
Hauptmenge waren wiederum braunrote Harze aufgetrete:, 
Daneben war Essigester durch den Geruch deutlich wahr- 
nehmbar. Auch konnte wiederum Zimtsiure isoliert werden, 
wihrend der wiBrige Anteil eine kleine Menge des krystalliney 
KG6rpers lieferte. Der Abbau war also in gleicher Weise ver- 
laufen, und das Auftreten der unbekannten, vorliufig undefi- 
nierbaren harzigen Kérper konnte auch auf diese Weise niclit 
vermieden werden. 


Nicht besser wurden die Resultate, als bei der sonst in 
gleicher Weise durchgefiihrten Spaltung in Zeitabschnitten von 
je 20 Minuten zu der Reaktionsfliissigkeit kleine Stiickchen 
von metallischem Zinn zugefiigt wurden. 


d) Mit Milchsaéure. 2g Taxin wurden in 50 ccm 5°/, iger 
Milchsiure gelést und waihrend 14 Monaten in verschlossenem 
GefaiB stehen gelassen. Die Spaltung war aber trotz der langen 
Einwirkung -nur wenig weit fortgeschritten und ergab neben 
Zimt- und Essigsiure trotz der fuBerst gelinden Siureein- 
wirkung wiederum Harzausscheidung. 


Die bei der Siurespaltung auftretenden, nicht 
krystallisierbaren Kérper. Die ausgeschiedenen harzigen 
Bestandteile, welche beim Erkalten erstarrten, wurden ge- 
trocknet, mit absolutem Alkohol ausgezogen, dann wahrend 
12 Stunden mit Tierkohle gekocht. Hierauf wurde die zur 
Sirupkonsistenz konzentrierte Lésung im Exsiccator aufgezogen, 
und die Substanz als feines Pulver erhalten. Die atherische 
Lésung wurde filtriert, getrocknet und der Ather hierauf ab- 
destilliert. Die zuriickbleibende Substanz ist in verd. Sauren 
und Laugen unléslich, in konz. Schwefelsiure lést sie sich mit 


rotvioletter Farbe. Ein einheitlicher charakterisierbarer Stofi 


konnte aber trotz Anwendung der verschiedensten Reinigungs- 
methoden nicht erhalten werden. 
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9. Eigenschaften des krystallinen, stickstoffhaltigen 
Abbauproduktes. 


Nach den angegebenen Darstellungsmethoden (S. 204) wurde 
die Substanz als weiBes, in derben SpieBen krystallisierendes 
Produkt erhalten. Bei ziemlich raschem Erhitzen zeigt sie 
einen Schmelzpunkt von 173—174° u. Z.; bei sehr langsamem 
Steigern der Temperatur tritt schon einige Grade tiefer eine 
leichte Zersetzung ein. Der Kérper lést sich in Wasser mit 
stark saurer Reaktion duBerst leicht, ist aber nicht hygro- 
skopisch. Ferner ist er léslich in Methyl-, Athyl-, Isobutyl- 
und. Amylalkohol, Pyridin und Aceton, dagegen unléslich in 
Ather, Essigester, Benzol, Xylol, Toluol, Chloroform, Schwefel- 
kohlenstoff, Tetrachlorkohlenstoff, Amylacetat, Amylither, Athyl- 
acetat, Etilin, Tetralin und Pentachloraéthan. In verd. Schwefel- 
siure lést er sich unter HCl-Entwicklung auf. ; 

Die Verbindung dreht die Polarisationsebene weder in 
wifriger, noch in alkoholischer Lésung. 

Bei subcutaner Applikation ist sie physiologisch vollstindig 
unwirksam. 


3. Fallungs- und Farbenreaktionen. 
Lésungen der Substanz in Saiuren geben mit Phosphor- 
wolframsiure, Phosphormolybdinsaiure, Kieselwolframsiure, 
Kaliumquecksilberjodid, Jodjodkalium, Sublimat, Kaliumwismut- 


jodid, Pikrinsiure, Aurantia, Ferricyanwasserstoffsiure, Kalium-- 


platinsulfocyanid, Cadmiumborowolframat, Pikrolonsiure teils 
teste, amorphe, teils élige Fiallungen. 

Mit konz. Schwefel- oder alkoholischer Salzsiure treten 
die fiir Taxin oder héhere Abbauprodukte desselben charakte- 
ristischen Rot- bzw. Griinfirbungen nicht auf. Kaliumper- 
manganat wird reduziert, Fehlingsche Lisung dagegen nicht. 
sromwasser wird nicht entfirbt. 


4. Salze und freie Base. 


Nach Behandlung der Basenflissigkeit mit maBig kon- 
zentrierter Bromwasserstoffsiure und darauffolgendem starkem 


\\onzentrieren im evakuierten Exsiccator krystallisierten groBe 
14* 
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Nadeln aus. Durch Abpressen auf Ton konnten sie von der 
stark anhaftenden Mutterlauge getrennt und durch Umkry. 
stallisieren aus Ather + Alkohol rein erhalten werden. [Das 
bromwasserstoffsaure Salz zeigt einen Schmelzpunkt von 
183° und gleiche Reaktionen wie das salzsaure Salz. 

Durch Versetzen einer stark verdiinnten Lisung der Base 
oder deren Chlorhydrat mit Goldchlorid und darauffolgendes 
langsames Konzentrieren auf dem Wasserbad wurden gelle 
Nadeln des Goldsalzes vom Schmelzp. 135—136° erhalten. 

In analoger Weise dargestellt resultierte das Platinsalz 
in langen SpieBen vom Schmelzp. 208—210° 

Versuche zur Darstellung des schwefelsauren Salzes aus 
dem salzsauren mittels Ag,SO, scheiterten an der leichten 
Oxydierbarkeit des Kérpers. Ebenso war es auch nicht még- 
lich, vom salzsauren Salz der Substanz ausgehend mit der be- 
rechneten Menge Silberoxyd die freie Base in krystalliner Form 
zu bekommen. Das Ag,O wirkte oxydierend und spaltend ein, 
wobei deutlicher Benzaldehydgeruch wahrzunehmen war. Da- 
gegen wurde die freie Base aus der urspriinglichen waBrigen 
Fliissigkeit direkt erhalten, nachdem ihre Lésung verdampft 
und die resultierende halbfeste Masse im Vakuumexsiccator 
einige Zeit stehen gelassen wurde. Es begannen sich dabei 
lange Balken und SpieBe auszubilden. Wegen der grofen 
Hygroskopizitit konnte die Base bis jetzt nicht von den an- 
-haftenden Schmieren befreit werden. 

Versuche zur Darstellung von Ba-, Ca-, Hg- und Cu-Salzen 
blieben bisher erfolglos. 

Die Analyse des Chlorhydrats gab folgende Resultate: 


et 


. 0,0914 g Substanz gaben 0,1931 g CO, = 57,62°/, C 


0,0598 g H,O= 7,32 H 

2. 0,2201g ,, »  0,4657 g CO, = 57,55 C 
0,1373 g H,O= 696 H 

8. O2lllg _,, »  0,4461 g CO, = 57,63 C 
0,1348¢ H,O= 7,23 H 

4. 0,2094g¢ _,, » 0,4480 g CO, = 57,70 C 
0,1313g HO = 7,02 H 

5. 0,2499 g a », 14,2cem N (722mm; 28,5°) = 6,219/,N 


6. 0,2442 2 » 18,7 4, 4, (722 ,, 28,5°) = 6,14 
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Chlorbestimmung. 
7. 0,1760 g Substanz gaben 0,1078 g AgCl = 15,15°/, Cl 
8. 0,1182¢ ,, , Ce , =i, 
Im Mittel: 57,62°/, C 6,189/, N 
im 15,21 Cl 


Daraus konnte folgende Formel abgeleitet werden: C,,H,,0,NCI. 

In der Literatur sind 2 Verbindungen, das Chlormethylat 
der 2-Dimethylamidobenzol-1-Carbonsaure C,,H,,0,NCl und das 
Dimethylhydrochinontrimethylammoniumchlorid  C,,H,,0,NCl 
beschrieben, welche fiir die gefundene Klementarzusammen- 
setzung in Frage kommen konnten. Beide stimmten in dem 
Verhalten und den Eigenschaften mit der von uns aus Taxin 
erhaltenen Verbindung nicht iiberein. 


~- 


5. Konstitutionsermittlung des kristallinen stickstoff- 
haltigen Abbauproduktes. 


a) Erhitzen. Durch Erhitzen tiber den Schmelzpunkt 
auf 180—200° trat Zersetzung ein und beim nachfolgenden 
Krkaltenlassen krystallisierten an den iuBeren Rindern des fest- 
sewordenen Destillates kleine Krystalle aus, die bei raschem 
Krhitzen sublimierten. 

0,1 g wurde im Sublimationsapparat unter gewohnlichem 
Druck bei 175—180° erhitzt. Die Masse schmolz in sich zu- 
sammen und entwickelte dabei einzelne kleine Gasbliaschen. 
Nachdem die Gasentwicklung aufgehért hatte, wurde auf 100° 
sekiihlt und dann unter langsam fortschreitendem Steigern der 
‘emperatur unter vermindertem Druck sublimiert. Bei 110° 
begannen sich einzelne Krystalle abzuscheiden und nach wenigen 
Minuten war ein starkes weiBes Sublimat in Form rechteckiger 
und rhombischer Platten entstanden. Da die Schmelzpunkts- 
bestimmung keine scharfen Resultate ergab, wurde ein zweites 
Mal sublimiert. Durch Schmelzpunkt (132°) und Mischprobe 
wurde Zimtsiure identifiziert. Zur Kontrolle wurde das 
Zimtsiuredibromid (Siedep. 198°) dargestellt. 

Der bei der Sublimation zuriickbleibende Anteil wurde 
mit Lauge versetzt. Dabei trat starker alkalischer Geruch auf. 
Zur Identifizierung dieser Base wurde 1 g des Kérpers mit 


a ee as 
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gebranntem Kalk gut gemischt, im Reagenzrohr langsam erhitt 
und die entweichenden Dimpfe in 5 ccm n/5-HCl eingeleite+. 
Neben den farblosen Dimpfen destillierten bei der Zersetzuiic 
kleine Tropfen eines schwach gelb gefirbten Oles iiber, wal. 
scheinlich Styrol. Von diesem abgetrennt, wurde eine Probe 
der Lésung mit NeBlers Reagens auf Ammoniak gepriift; cs 
entstand keine Fallung. Eine weitere Probe mit Natronlauce 
stark alkalisch gemacht, zeigte intensiven Geruch nach Herings- 
lake. Die salzsaure Lésung wurde mit einer gesittigten Li- 
sung von Pikrinséiure versetzt. Nach einigem Stehen begannen 
sich gelbe Krystallblattchen vom Schmelzp. 156—157° u. 7. 
abzuscheiden. Es muBte Dimethylaminpikrat vorliegen, 
da die Pikrate von Mono- und Trimethylamin iiber 200° 
schmelzen. Die Mischprobe mit Dimethylaminpikrat erga) 
156° 

Da durch den Nachweis von Zimtsiiure und Dimethylamin 
der durch die Verbrennung gefundene Kohlenstoftgehalt be- 
rechnet fiir 11 C-Atome, erklart war, kam nur noch die gegen- 
seitige Stellung der beiden Atomkomplexe in Frage. 

b) Oxydation. 1g Chlorhydrat wurde in 10 ccm Wasser 
gelést und dazu normale Permanganatlésung zutropfen ge- 
lassen. Nach Verbrauch von 30 ccm entsprechend 0,9 g KMnO, 
war in der Kalte bleibende Rotfarbung eingetreten; wurde da- 
gegen aufgekocht, so entfarbte sich die Lésung wiederum voll- 
stiindig. Deshalb wurde in der Hitze weiter oxydiert, wobei 
erst nach weiterem Verbrauch von 1,6 g KMnO, vollstandig 
bleibende Rotfirbung eingetreten war. Nun wurde von ge- 
bildetem Braunstein abfiltriert und die alkalische Lésung aus- 
geithert. Nach Abdampfen des getrockneten Athers hinter- 
blieben 2—3 Tropfen Benzaldehyd. Nach langerem Stehen- 
lassen krystallisierten im weiteren einige kleine Nadeln aus. 
Auf Ton abgepreBt und aus heiBem Wasser umkrystallisiert 
zeigten sie einen Schmelzpunkt von 127° und erwiesen sich 
als Benzamid. 

Die mit HCl angesiuerte Fliissigkeit wurde wiederum 
mehrmals ausgeithert. Aus dem atherischen Auszug konnten 
0,4 g Benzoesiure isoliert werden. Die angesiuerte, waiBrige 
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| jiissigkeit wurde hierauf auf dem Wasserbad zur Trockne ver- 
dampft. Auer Spuren von Benzoesiure konnte kein weiterer 
kérper charakterisiert werden. 

c) SchluBfolgerungen. Die Tatsache, daB beim Schmelzen 
wie auch bei der Zersetzung durch Siuren und darauffolgende 
Sublimation Zimtsaure erhalten wird, ferner der Befund, 
daB durch Oxydation Benzaldehyd und Benzoesiure ent- 
stehen, laBt den Schlu& zu, daB das Zimtsiuremolekiil als 
Grundkérper in Frage kommen muf. Da ferner bei der Spal- 
tung Dimethylamin entsteht, so mu8 auch die Gruppe 
CH,),N- darin enthalten sein. Kin weiterer Beweis dafiir liegt 
auch in den erhaltenen Analysenresultaten von Taxin, Jod- 
methyltaxin und stickstofffreiem Kérper. So konnte nur noch 
die Frage bestehen, in welcher Weise die Zimtsiure und die 
imethylaminogruppe miteinander verkniipft sind. 

Kine im Benzolkern durch Dimethylamin substituierte 
Verbindung war ohne weiteres ausgeschlossen; denn es stimmten 
die physikalischen EKigenschaften der in Frage kommenden 
bereits bekannten Kérper nicht mit der erhaltenen Base iiber- 
ein. Auch hatte die Oxydation in diesem Fall kernsubstituierte 
Benzoesiuren ergeben miissen. 

Kin methyliertes Zimtsiureamid war ebenfalls nicht még- 
lich, da die Bildung von Benzamid bei der Oxydation nicht 
zu erklaren wire. 

Es muBte sich um eine Verbindung handeln, bei welcher 
der Stickstoffrest an eines der mittleren Kohlenstoffatome der 
Seitenkette gebunden war. Durch die Bildung von Benzamid 
bei der Oxydation ist die a-Stellung ausgeschlossen, da die 
Stickstoffgruppe an das dem Benzolkern benachbarte Kohlen- 
stoffatom gebunden sein mu’. Es konnte sich somit nur noch 
um die folgenden beiden Verbindungen handeln: 


Pg. Honea ap aaa 
| 
| J Jaa [| secu, 
SS be. al 
6-Dimethylamidozimtsiure 6-Dimethylamidohydrozimtsiure. 


Genauen Aufschlu8 dariiber konnte die Elementaranalyse 
nicht geben, da der Mehr- oder Mindergehalt von nur 2 Wasser- 
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stoffatomen, durch den sich die beiden obigen Verbindung, 
unterscheiden, in bezug auf das verhiltnismiBig hohe Molekula- 
gewicht nur wenig ausmacht. 

Betrachten wir 8-Dimethylamidozimtsiure, so scheint eiie 
leichte Abspaltung von Dimethylamin sehr unwahrscheinlich. 
Ferner miBte in diesem Fall an die Doppelbindung leicht 
Brom addiert werden kénnen, wihrend das isolierte Produkt 
keine Aufnahme von Brom zeigt. 

Nach AusschluB all dieser Méglichkeiten kann der Kérper 
nur noch #-Dimethylamidohydrozimtsiure (f-Pheny!- 
3-Dimethylamidopropionsiiure) sein: 

AX CH—CH,—COOH 
N=(CHs), 
ie 

Die Zersetzung des Kérpers beim Erhitzen unter Spaltung 
in Dimethylamin und Zimtsaiure ist dann in folgender Weise 
zu formulieren: 


A CH-CH— CO0H _A~- CH=CH—COOH 

| - aa anefie + NH< 
ee N=(CH,), > 

und entspricht der allgemein leichten Zersetzbarkeit der 
$-Aminosauren. 

Bei Annahme dieser Konstitution ist dann auch die leichte 
Abspaltung von Trimethylamin aus dem Taxinjodmethylat, wie 
sie schon friiher angefiihrt wurde, verstindlich. Die Bildung 
von Taxinjodmethylat sowie des N-freien Kérpers aus Taxin 
laBt sich nach diesen Ergebnissen in folgender Weise for- 
mulieren: 

C_——_CH—CH, -C00C,,H,,0, 

HC~ cH N(CH,); 


CH, 
CH, 


| + CH,J 
HC\_CH 

CH 

C-—__CH—CH,C00C.,H,,0, 
HC~ cH N(CH,), 


= mit Lauge und Siauren 


HC\. -CH 
CH 





Lite 
met 
aml 
Ver 
Sal: 
sun; 
ode 


Bd 








i) 


~~ UWS CY Cv 


Weitere Beitrige zur Kenntnis des Taxins. 318 


C—CH=CH- COOH 
r a 
HC; 1CH 
=N(CH,),+ | | + CeglicsO,? 
HONS, - CH 
CH 


Die Art der Bindung des Restes C,,H,,O, wird vorliutig 


26°~ 37 
in oben angegebener Weise mit Vorbehalt formuliert. 

Die £-Dimethylamidohydrozimtsiure ist bis dahin in der 
Literatur nicht beschrieben worden, wohl dagegen das nicht 
methylierte Produkt, die £6-Amidohydrozimtsiure oder Pheny]l- 
amidopropionsaure.') Analog wie bei der aus Taxin erhaltenen 
Verbindung konnte auch bei jener Aminosiure ein salzsaures 
Salz nur erhalten werden, wenn die verdiinnte, salzsaure Lé- 
sung langsam im Exsiccator dem Verdunsten iiberlassen wurde 
oder aber durch Anwendung einer konzentrierteren Salzsiure 
1:1). Wurde die Aminosdiure darin gelést und hierauf in 
das 2—83fache Volumen kalter, rauchender Salzsiure gegeben, 
so schieden sich nach kiirzerem Stehen schéne, stark glinzende 
Prismen der Salzsiiureverbindung ab. 


Kine Bestitigung, daB tatsichlich diese Verbindung vorlag, 
wurde durch Titration der Saéuregruppe erreicht. Dies war 
nach einer Methode zur alkalimetrischen Bestimmung von 
Aminoséiuren médglich, wie sie von R. Willstatter und 
K. Waldschmidt?) ausgearbeitet wurde. Titriert man die 
Aminosaure in etwa 97°/,iger alkoholischer Loésung, so wird 
die basische Wirkung der Aminogruppe vollstiindig ausgeschaltet 
und so eine quantitative Bestimmung der Sauregruppe durch 
Titrieren mit Lauge erméglicht. 

Das verwendete salzsaure Salz der 3-Dimethylamidohydro- 
zimtsiure wurde in neutralisiertem 99°/,1gem Alkohol gelést 
und hierauf mit n/10-NaOH titriert. Hierbei wurden die fol- 
genden mit der Formel sehr gut tibereinstimmenden Werte 
erhalten: 


1) E. Posen, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 195, S. 143 (1879); 
Hd. 200, S. 97 (1880). 
*) Chem. Ber. Bd. 54, S. 2988 (1921). 
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1, 0,0491 g verbrauchen 4,272 com NaOH entsprechend 
0,017090 g NaOH 
fiir HCl der Aminogruppe 0,008558¢ 
Verbleiben 0,008532 g Nail 
fiir Siuregruppe theoretisch 0,008558 g 
2. 0,3191 g verbrauchen 27,90 cem NaOH ent- 
sprechend 0,11160 
fiir HCl der Aminogruppe 0,05574 : 
Verbleiben 0,05586 g Nai 
fiir Siuregruppe theoretisch 0,05574 g 


d) Versuche der Synthese der #-Dimethylamido- 
hydrozimtsaéure. Analog der Synthese der §-Amidohydro- 
zimtsiure') sollte von der Zimtsiure ausgehend §-Bromhydvo- 
zimtsiure’) dargestellt und diese durch Austausch von Brom 
gegen die Dimethylamidogruppe in f-Dimethylamidohydrozinit- 
siiure tibergefiihrt werden. 

6,7 g Zimtsiure (1/20-Mol) wurden mit einem Uberschut 
von HBr in Eisessig versetzt und im zugeschmolzenen Bomben- 
rohr 15 Minuten im Wasserbad auf 100° erwairmt. Beim Er- 
kalten schieden sich aus der klaren Lésung Krystalle aus. 
Mit Wasser gewaschen und aus heiBem Schwefelkohlenstofi 
umkrystallisiert zeigten sie einen Schmelzpunkt von 137’, 
einen Zersetzungspunkt von 142--144° Die EKigenschaften 
stimmten vollstindig mit der von R. Fittig und F. Binder’ 
beschriebenen $-Bromhydrozimtsiure iiberein. 

2 g ($-Bromhydrozimtsiure wurden allmihlich in eine 
33°/,ige wiBrige Lésung von Dimethylamin eingetragen und 
die ‘T'emperatur der Lésung durch starkes Kiihlen stets auf (’ 
gehalten. Die ersten Anteile lésten sich vollstindig klar aut; 
nach Zusatz einer gréBeren Menge dagegen entstand eine mil- 
chige, dlige Triibung. Beim Stehenlassen sammelte sich die 
Triibung an der Oberfliche zu einer Olschicht an, die, wie 
aus dem Geruch zu konstatieren war, aus Styrol bestand. 





we 9 








1) E. Posen, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 195, S. 143 (1879): 
Bd. 200, S. 97 (1880). 

*) R. Anschitz unO R. Kinnkutt, Chem. Ber. Bd. 11, 8S. 122! 
(1878). ! | 
8) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 195, S. 131 (1879). 
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Die wiBrige Lésung wurde von diesem abgetrennt und im 
evakuierten Exsiccator iiber Schwefelsiiure stehen gelassen. 
Es resultierte aber nur eine gelatinése, sehr hygroskopische 
Masse. Kine Trennung von entstandenen Nebenprodukten 
durch Fallen mit Phosphorwolframsiure fiihrte ebenfalls zu 
keinem Ziel. Kin Salz konnte nicht erhalten werden. Die 
Synthese ist wohl auf diesem Weg nicht zu erreichen, da 
wahrscheinlich die Anlagerung von Dimethylamin nicht so 
leicht vor sich geht, wie diejenige von Ammoniak bei der 
Darstellung von §-Amidohydrozimtsiure. Die Synthese wird 
in anderer Weise versucht. 


XII. Spaltung des Taxins durch Pilze und Bakterien. 


Da Alkaloide nach neuerdings in unserem Laboratorium 
ausgefiihrten Versuchen durch Pilze und Bakterien Zersetzungen 
erleiden, wie sie unter Umstinden durch keine chemischen 
und physikalischen Vorgiinge erzielt werden kénnen, und man 
auf diese Weise zuweilen zu neuen Abbauprodukten gelangt, 
wurde Taxin der Spaltung durch folgende Pilze und Bakterien 
ausgesetzt: 

In 2 Liter Nahrlésung 5 g Taxin mit Aspergillus niger 

of ods . 7g =, 4 Penicillium glaucum 

Pe ae * Sos. ee 


Die Nahrlésung bestand aus 5 g Traubenzucker, 5 g 
Kaliumphosphat, 2'/, g Magnesiumsulfat, */, g Kaliumchlorid 
auf 1 Liter Wasser. 

Fiir die giitige Uberlassung frischer Reinkulturen sprechen 
wir Herrn Prof. Diiggeli auch an dieser Stelle unseren besten 
Dank aus. 

Die Nahrlésung wurde durch zweimaliges Aufkochen, bis 
100° fraktioniert, sterilisiert, hierauf das Taxin, in wenig Schwefel- 


| Siure gelést, zugefiigt, die Lésung soweit neutralisiert, daB noch 


kein Taxin ausfiel und nochmals auf 80° erwirmt. Hiernach 
wurde auf etwa 30° abkiihlen gelassen, mit dem Pilz bzw. 
Bakterium geimpft und dann bei 37° wahrend 14 Wochen der 
Kinwirkung der Mikroorganismen iiberlassen. Aspergillus niger 
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hatte sich schon nach 3 Tagen sehr stark vermehrt; nach 
8 Tagen konnte bereits eine geringe Abnahme des Taxins kon. 
statiert werden. . 

Die Aufarbeitung der Fliissigkeiten fand in folgender 
Weise statt: 

1. Spaltung durch Aspergillus niger. Die anfanglich 
farblose Lésung hatte bei dem Wachstum der Pilze intensiy 
gelbe Farbe angenommen. Zur Aufarbeitung wurde von den 
Pilzen abfiltriert, die Lésung alkalisch gemacht und von den 
ausfallenden anorganischen Salzen getrennt. Eine angesiuerte 
Probe der Fliissigkeit mit Phosphorwolframsiure versetzt ergal 
keine Fillung. Samtliches Taxin war abgebaut worden und 
es konnte keine durch obiges Reagens fillbare Base entstanden 
sein. Nun wurde die Lésung dreimal sauer, hierauf dreimal 
alkalisch ausgeathert, der verbleibende wiBrige Anteil neutra- 
lisiert und auf dem Wasserbad sorgfiltig zur Trockne ein- 
gedunstet. Der saure Atherauszug ergab einen festen Riick- 
stand, aus welchem durch Behandeln mit Alkohol eine krystalline 
Substanz erhalten wurde. Bei einer Sublimationsprobe ver- 
fliissigte sich diese schon unterhalb 100° 2u einem gelben (. 
Die Krystalle erwiesen sich als organisch und zeigten auf Ton 
abgepreBt einen Schmelzpunkt von 55—57°®. 

Die alkoholische Lésung wurde von den wenigen Krystallen 
abgetrennt und mit Wasser versetzt, wobei eine weitere Sub- 
stanz in Flocken ausfiel. Dieselbe ist in Wasser, Sdiuren und 
Laugen unléslich und zeigt mit konz. Schwefelsiure Rotviolett- 
farbung. Sie ist leicht léslich in Methyl- Athylalkohol, Benzol, 
Aceton, schwerer in Eisessig, unléslich in Petrolither. Bei 
der Oxydation mit Kaliumpermanganat tritt kein Benzaldehyd- 
geruch auf, dagegen sind stechend riechende, zum Niesen 
reizende Dampfe wahrzunehmen. Stickstoff konnte nicht nach- 
gewiesen werden; Brom wurde nur sehr langsam entfarbt. 

2. Spaltung durch Penicillium glaucum. Die mit 
diesem Pilz geimpfte Liésung zeigte ebenfalls gelbe Farbe und 
wurde in analoger Weise verarbeitet. Mit Phosphorwolfram- 
siure entstand hier noch eine ziemlich starke Fallung organi- 
scher Bestandteile; mit konz. Schwefelsiure trat intensive Rot- 





fiirb 
abge 
saul 
dan 
drel 
resu 
geli 
wur' 
1° : 
Nie 
Aut 
sich 
von 

und 


Alk: 


eige 
wur 
Mas 
nocl 
Exs 
pun 
lang 
star 
in J 
und 


keit 
gel 
wut 
sulf 
stal 
Zu 
wie 
wel 
fal 
unt 








Weitere Beitriige zur Kenntnis des Taxins. 217 


firbung auf. Es waren betrichtliche Mengen von Taxin nicht 
abgebaut worden. Die gesamte Fliissigkeit wurde mit Salz- 
siure deutlich angeséuert und hierauf dreimal ausgedthert, 
dann mit Natronlauge schwach alkalisch gemacht und wiederum 
dreimal mit Ather ausgezogen. Aus dem alkalischen Auszug 
resultierten 3,48 g als gelbe, gelatindse Masse, wovon sich un- 
gefihr 1/, in Saure aufléste und als unzersetztes Taxin erkannt 
wurde. Zur Trennung wurde in Alkohol gelést und _ hierauf 
1°), ige Salzsiure zugefiigt, wobei wiederum ein weiBer, flockiger 
Niederschlag entstand, vermutlich derselbe Koérper, der beim 
Auflésen von T'axin in stark verdiinnten Siuren zuriickbleibt, 
sich dagegen in etwa 10°/,iger Séiure auflést und beim Zusatz 
von Wasser oder weiteren Mengen von Sauren flockig ausfallt 
und deshalb wohl als ein erstes héheres Abbauprodukt des 
Alkaloides anzusehen ist. 

Der Siureauszug erstarrte zu einem Sirup mit bitterem, 
eigentiimlich stechendem Geruch. Durch Kakodylreaktion 
wurde die Abwesenheit von Essigsiure konstatiert. Die gelbe 
Masse gab die Taxinreaktionen noch und scheint ebenfalls ein 
noch hohes Abbauprodukt des Alkaloides zu sein. Die im 
Exsiccator vollstandig getrocknete Substanz gibt einen Schmelz- 
punkt von 50—60°. Bei dieser Temperatur schmilzt der Stoff 
langsam zusammen und zersetzt sich bei 95° vollstindig unter 
starkem Autblihen und Gasentwickelung. Er ist leicht léslich 
in Alkohol und Ather, dagegen unldslich in Benzol, Chloroform 
und Petrolather. 

3. Spaltung durch Bac. Coli. Diese Spaltungsfliissig- 
keit zeigte im Unterschied zu den beiden oben beschriebenen 
gelben Lésungen griine Farbe. Von den Bakterien abgetrennt 
wurde sauer ausgeithert. Beim Abdampfen des iiber Natrium- 
sulfat getrockneten Athers hinterblieb eine halbfeste mit Kry- 
stallen durchsetzte Masse mit deutlichem Essigsiuregeruch. 
Zur Kontrolle konnte diese sowohl durch die Kakodylreaktion, 
wie auch durch die Bildung von KEssigester nachgewiesen 
werden. Die vereinzelt vorhandenen Krystalle wurden sorg- 
tiltig herausgelést, auf Ton abgepreBt und einer Sublimation 
uterworfen. Das erhaltene Sublimat zeigte einen Schmelz- 
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punkt von 121° und wurde als Benzoesdure erkannt. |), 
alkalisch ausgeitherte Riickstand wurde in Schwefelsiure «uf. 
genommen, die Lésung wiederum alkalisch gemacht und ius. 
geithert. Auf diese Weise resultierten 0,5 g unverindertes 
Taxin, identifiziert durch Schmelzpunkt und Farbenreaktioiiey, 

Die ausgeitherten wiBrigen Anteile bei der Kinwirking 
sowohl von Penicillium glaucum als auch von Bac. Coli wurden 
auf dem Wasserbad auf 50 ccm eingedampft, nun wurde noch- 
mals eine Fallung mit Phosphorwolframsiure versucht, wolei 
aber nicht die geringste Triibung entstand. Es war somit 
der stickstoffhaltige Komplex durch die EKinwirkung der Buk. 
terien in andere Verbindungen iibergefiihrt, als durch Fin- 
wirkung von Séuren oder Basen. 

Schon Ehrlich’) stellte eigentiimliche Verinderungen (er 
Stickstoffgruppe von Alkaloiden bei Einwirkung von Mikro- 
organismen fest und schreibt, ,daB bei vieten primiren und 
tertiiren Aminosiuren durch sehr viele Arten von Mikroorga- 
nismen regelméBig und in zahlreichen Fillen quantitativ ein 
Ersatz des Stickstoffs durch die OH-Gruppe stattfindet.« 

Diese ausgefiihrten Vorversuche zeigen somit, daB die 
Spaltung des Alkaloids durch Bakterien und Pilze 
tatsachlich in anderer Richtung verliuft und andere 
Spaltungsprodukte entstehen, als bei der Einwirkung 
chemischer Agenzien. is 

Weitere bei uns angestellte Untersuchungen in dieser 
Richtung werden wohl dariiber einigen AufschluB geben. 


XIII. Beziehungen des Taxins zum Veratrin. 


Die Elementarzusammensetzungen des Taxins und des 
amorphen Veratrins zeigen nur geringe Abweichungen. I's 
wire denkbar, da auch Beziehungen in der Konstitution beider 
Alkaloide bestehen. Die Vermutung einer Analogie liegt um 
so naher, da das Veratrin beim oxydativen Abbau ebenfalls 
Kssig- und Oxalsiure?) gibt wie das Taxin, und bei Brom- 
einwirkung ein Bromadditionsprodukt bildet, welches wie das- 





1) Zbl f. Bakteriol. u. Parasitenkunde, 2. Abt. Bd. 41, S. 245 (1914). 
2) Chem. Ber. Bd. 23, S. 2700 (1890). 





jenlg' 
sehlie 


Vera’ 
halte 
und 

begal 
mu. tr 
Flock 
and 

met 
bis 2 
lauge 
geruc 
Ks s¢ 


sitzt 


physi 
durcl 
von | 
und . 
Trotz 
eiftur 
beret 
dages 
dopp 
erzeu 


Adrey 


herhe 
retter 








ser 


Weitere Beitriige zur Kenntnis des Taxins. 219 


ienige von Taxin auf 2 Doppelbindungen des Alkaloids 
schlieBen laBt. 

Ks interessierte vor allem, ob die Stickstoffgruppe des 
Veratrinjodmethylats in bezug auf Abspaltbarkeit gleiches Ver- 
halten zeigt wie diejenige des Jodmethyltaxins. 

2g Veratrin wurden in 200 ccm absolutem Ather gelést 
und 2 ccm CH,J zugefiigt. Die Lésung war anfinglich klar, 
hegann sich aber analog wie bei Taxin nach kurzem Stehen 
zu triiben. Ks schieden sich schwach gelb gefirbte, amorphe 
Flocken aus. Das Produkt wurde auf die Nutsche gebracht 
and mit absolutem Ather ausgewaschen. Das Veratrinjod- 
methylat begann bei 200° zu sintern und schmolz von 220 
bis 224° u. Z. Eine kleinere Menge davon wurde mit Natron- 
lauge versetzt und schwach gekocht. Es trat aber kein Basen- 
geruch auf; Nesslers Reagens wurde beim Kochen reduziert. 
Ks scheint somit, daB der Stickstoff eine andere Bindung be- 
sitzt als wie sie im Taxin vorhanden ist. 


XIV. Physiologische Wirkung des Taxins. 
(Vgl. Kurve.) 

Den von E. Winterstein und D. Iatrides?) ausgefiihrten 
physiologischen Arbeiten sei hier noch ein weiterer von uns 
durchgefiihrter Versuch angefiigt. Ks wurden einem Kaninchen 
von 1,9 kg K6érpergewicht 0,002 g Taxin intravenés appliziert 
und Anderung von Atmung und Blutdruck graphisch verfolgt. 
Trotzdem diese Dosis bei friiheren Versuchen noch keine Ver- 
giitungserscheinungen hervorgerufen. hatte, war in diesem Fall 
bereits deutliche Wirkung bemerkbar; das Tier erholte sich 
dagegen sehr rasch. Die nachfolgende Einverleibung der 
doppelten Dosis, d. h. 0,0021 g pro Kilogramm Kérpergewicht 
erzeugte bereits Exitus. Die darauffolgende Eingabe von 
Adrenalin in den Blutkreislauf schien momentan eine Erholung 
herbeizufiithren, doch war es nicht mehr méglich, das Tier zu 
retten. 

Wahrend frither die letale Dosis zu 0,004—0,005 g pro 
Kilogramm Kérpergewicht angegeben wird, fihrte hier schon 





4) Diese Zs. Bd. 117, 8S. 269 (1921). 
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die Halfte Exitus herbei. Es scheint, dag 
wir hier ein noch bedeutend reinere; 
Taxin verwendet hatten. 


XV. Zur Frage der Veranderung des 
Taxins im tierischen Organismus mit Riick. 
sicht auf seine Angewohnung. 


Uber das Schicksal, welches die Al. 
kaloide im tierischen Organismus erfah- 
ren, ist schon sehr viel gearbeitet wor. 
den.') Aber mit Riicksicht auf die ver. 
schiedenen denkbaren Abbauprodukte der 
einzelnen Alkaloide besteht in manchen 
Fallen noch Unsicherheit, da von den 
meisten nur geringe Mengen verabreicht 
werden kénnen und die Isolierung der 
Abbauprodukte aus dem Harn auf sehr 
groBe Schwierigkeiten stéBt. 

Bei vielen von ihnen ist auch die 
Frage der Angewohnung studiert worden, 
und neuere Autoren kommen zu dem Er- 
gebnis, daB eine Gewdhnung an viele Al- 
kaloide méglich ist und oft sehr rasch 
eintritt, wenn deren Ursachen auch recli 
verschiedene sind. So schreibt Cloetta’, 
der sich mit der Frage der Angewoéhnung 
niher befaBt hat, daB man erst durch 
sorgfaltige Prifung der Erscheinungen bel 
verschiedenartigen Angewohnungen nach 
und nach zu der Aufstellung von Gesetzen, 





1) M. Hotz, der sich in unserem Labo- 
ratorium niher mit Ausscheidungsfragen _be- 
schiftigt hat, wird die wichtigste, sich auf diesen 
Gegenstand beziehende Literatur an andere! 
Stelle erwiihnen. 

*) M. Cloetta, Arch. fiir exper. Patiiol. 
Suppl.-Bd., S. 119 (1908). 
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die vielleicht mehr allgemeine Giiltigkeit besitzen werden, ge- 
langen kénne. 


Da bisher mit reinem Taxin keine Versuche ausgefihrt 
worden waren’), fanden wir es angezeigt, die Kigenschaften 
des Taxins auch in dieser Richtung naher zu studieren. Es 
erschien zum voraus sehr wahrscheinlich, daB das gegen Siuren 
und Basen duBerst empfindliche Alkaloid den Kérper nicht 
unzersetzt passieren wiirde; dagegen lagen die Fragen offen, 
ob und welche Abbauprodukte im ausgeschiedenen Harn auf- 
treten und ob sich Tiere rasch an Taxin gewéhnen kénnen. 
Da schon in der Literatur Aufzeichnungen iiber Taxus baccata 
vorliegen, nach denen sich Tiere rasch an Kibenblitter ge- 
wohnen sollen?) und Kibenlaub in den 6sterreichischen Alpen- 
landern dem Rindvieh ohne jeden Schaden alljihrlich in reicher 
Menge verabreicht werden soll*), kam der zweiten Frage ganz 
besondere Bedeutung zu. 


D. Jensen‘), von dem Versuche itiber Angew6hnung vor- 
liegen, einverleibte Taxin durch subcutane Applikation und 
will schon im ersten Harn reichliche Mengen des unverinderten 
Alkaloids festgestellt haben. Der Nachweis desselben erscheint 
uns allerdings recht mangelhaft. 


In den von uns ausgefiihrten Versuchen erhielt das Tier 
das Taxin per os. Durch diese Art der Kinverleibung muBte 
unbedingt gleichartige Wirkung erzielt werden, wie durch 
Fressen von Eibenbliittern, vorausgesetzt, daB die giftigen 
Kigenschaften der letzteren nur auf das Taxin zuriickzutiihren 
sind. Dies scheint nach unseren nachfolgend erwaihnten Ver- 
suchen sehr wahrscheinlich. Da bis jetzt von wirksamen Sub- 
stanzen auBer Taxin in den Blittern von Taxus baccata nur 
noch das Glucosid Taxicatin gefunden wurde, war es an- 
gezeigt, die Wirkungen dieses Stofies zu untersuchen. Zu 
diesem Zweck stellten wir nach iihnlicher Methode, wie sie in 


') D. Jensen, Diss. Rostock, S. 33 (1914). 

*) P. Vogler, Die Eibe in der Schweiz (1905). 

5) Rossmiissler (1886). 

*) A.a.O. Der Autor hatte kein reines Taxin verwendet. 
Hoppe-Seyer’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXVII1. 15 
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der ausfiihrlichen Arbeit von Lefebvre?) eingehend beschrieben 
ist, eine kleine Menge Taxicatin dar. Dasselbe erwies sich in 
seinen chemischen EKigenschaften mit einem von Herrn Dr. Le- 
febvre uns giitigst tiberlassenen Praparat vollstindig identisch. 
Die im Physiologischen Laboratorium der Gesellschaft fiir 
Chem. Industrie in Basel verschiedenartigst ausgefiihrten Ver- 
suche ergaben, da Taxicatin physiologisch vollstindig un- 
wirksam ist. Es darf somit wohl angenommen werden, dai 
die Giftwirkung der Eibenbliitter wohl nur auf das Taxin zu. 
riickzufiihren ist. 

Wie die nachfolgend niheren Ausfiihrungen zeigen, ist es 
uns gelungen, einzelne Abbaukérper des ‘axins im ausgeschie- 
denen Harn festzustellen und iiber die Frage der Angewéhnung 
Aufschlu8 zu erhalten. 

Als Versuchstier diente ein Kaninchen von 1,9kg K6rper- 
gewicht. Dasselbe war bereits 3 Wochen vor Beginn der 
Taxineinverleibung in den Versuchsstall verbracht worden, 


damit wihrend der Versuchsdauer nicht iuBere Umstiinde au! 


das Tier veriindernd einwirken konnten. ‘Ti’gliche und letale 
Dosis, sowie Anderung des Kiérpergewichts sind aus der neben- 
stehenden 'T'abelle ersichtlich. 

Harnuntersuchung. Der Harn des Kaninchens, welche: 
als derjenige eines Pfilanzenfressers alkalische Reaktion zeigte, 
wurde in folgender Weise auf allfillige Abbauprodukte des 
‘axins event. auf das urspriingliche Alkaloid untersucht. 

Der Harn vom 26.—29. Juli wurde mit Natronlauge 
deutlich alkalisch gemacht und dann viermal mit Ather aus- 
gezogen, hierauf die getrocknete iitherische Lésung abgedunstet 
und der Riickstand nochmals in Ather gelést, von Ungelistem 
abfiltriert und dann zur Trockne eingedampft. Es_hinter- 
blieben nur Spuren fester Substanz. Mit konz. Schwefelsiure 
trat keine Rotfirbung auf. Hierauf wurde die wiaBrige Liésung 
schwach angesiiuert und wiederum mehrmals ausgeiithert. Dei 
atherische Auszug ergab beim Eindampfen einen teilweise 
krystallinen, dunklen Riickstand. Die Krystalle lésten sich in 


1) Ch. Lefebvre, Etude de la Taxicatine, Diss. Paris, S. 15 (1907). 
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Tag 


April 11.—13. 
14.—17. 

18. 

19, 

20. 

21. 
tiiglich 0,00 

25. 
26.— 28. 
29.—30. 

Mai 1. 


Tiigliche Dosis 
in g 
0,002 
0,003 
0,004 
0,005 
0,006 
0,007 

1 mehr bis 

0,011 

0,011 

0,012 

Q,O15 


tiiglich 0,005 mehr bis 


8. 
9.—19. 

20. 

21. bis 
Juni 11, 

12. 


13. 


0,050 
0,050 
0,050 


0,060 
0,060 
0,060 


jeden 2. Tag 0,005 mehr bis 


22. 


Juli 15. 


oF ee, 
wt he . 


23.— 


to 

qr 
DO DO bo bo 
COD & bo 


29. 
jeden 2. Ta 
Sept. 


0,085 
0,020 
0,095 
0,100 


kein Taxin 


0,020 
0,040 
0,060 
0,080 
0,100 
0,110 
0,120 
0,130 
0,140 
0,150 
g 0,150 bis 
0,150 
0,175 
0,200 
0,225 
0,250 | 





0,250 f 





Korpergewicht 
in kg 
2,520 


2,580 


2,630 


2,640 
1.—4. Mai Harn 
2,900 


2,980 


Letale Dosis 
in g 


| 0,060 


0,063 


0,063 
zur Untersuchung 
0,069 


0,071 


0,082 


0,085 = letale Dosis fiir ungewéhntes Tier 





0.089 


11.—15. Juli Harn z. Untersuchung 


3.880 


4,050 


0,093 


0,097 


26.—29. Juli Harn z. Untersuchung 


—_—_— 


4,055 


0,098 





— 


Tier verweigert die Aufnahme 
jeglicher taxinhaltigen Nahrung 


Wasser schwer, weshalb durch Versetzen mit einigen Kubikzenti- 
metern Wasser ein GroBteil der leicht léslichen, amorphen An- 


teile weggelést 


wurde. 


Der Riickstand wurde einer Vakuum- 


15* 
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sublimation unterworfen. Es entstand ein vollstindig weiBes 
Sublimat glinzender Krystalle. Durch Schmelzpunkt und Misch- 
probe konnte Benzoesaure (0,016 g) konstatiert werden. 

Da im voraus angenommen werden durfte, daB allfillig 
entstehende Benzoesiure nicht als solche ausgeschieden, sondern 
zu Hippursiure aufgebaut wiirde, war es angezeigt, eine spe- 
zielle Priifung auch auf letztere Siure durchzufihren. Zur 
Isolierung derselben wurde nach der Methode von G. Bunge 
und O. Schmiedeberg!) verfahren. 


Der ganz schwach alkalisch gemachte Harn wurde auf 


dem Wasserbad bis zur Sirupkonsistenz eingedunstet, der Sirup 
mit Alkohol ersch6pft, filtriert und das Filtrat auf dem Wasser- 
bad bis zum vollstindigen Verschwinden des Alkohols ein- 
gedampft. Der verbleibende Riickstand wurde in Wasser ge- 
lést, schwach mit HCl angesiuert und hierauf 8 mal mit Kssig- 
ester ausgeschiittelt. Dann wurde die Kssigesterlésung mit 
5°/,iger Kochsalzlésung (weil eine solche sich besser von 
Essigester abtrennt als Wasser) gewaschen und hierauf das 
Lisungsmittel abdestilliert. Die zuriickbleibende Masse wurde 
in 20 ccm Wasser aufgenommen und mit wenig ‘Tierkohle 
wihrend 2 Stunden erwirmt. Von dieser abfiltriert wurde die 
nun fast klare Lisung auf dem Wasserbad stark kouzentriert. 
Beim Erkaltenlassen der Lésung krystallisierten kleine Nadeln 
aus. Auf Ton abgepreBt zeigten sie einen Schmelzpunkt von 
186—187°. Im ganzen resultierten aus dem Harn von 4 Tagen 
0,052 g Hippursiure. 

Genau dieselben Untersuchungen waren auch mit dem 
vom 1.—4. Mai entnommenen Harn durchgefihrt worden. 
Hierbei konnte aber die Anwesenheit von Benzoe- und Hippur- 
siiure nur vermutet werden; es war nicht mdéglich einen der 
Stoffe genau zu identifizieren. 

Eine Untersuchung des Harns vom 11.—15. Juli, also zu 
einer Zeit, da das Versuchstier wihrend 14 Tagen kein Taxin 
erhalten hatte, ergab keine Benzoesiure und nur 0,008 g noch 
unreine Hippursiiure. 


1) Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 6, S. 2387 (1877). 
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Wie die Untersuchung der verschiedenen Harne ergibt, 
wird darin kein Taxin ausgeschieden, wohl dagegen Benzoe- 
und Hippursaiure. Letztere ist ja wohl ein normaler Be- 
standteil des Harn besonders von Pflanzenfressern, indem bei 
normaler Fiitterung simtliche Benzoesiure, die durch Oxy- 
dation aus anderen K6rpern hervorgeht, an die Elemente der 
Aminoessigsaure angelagert wird und im Harn als Hippur- 
siure erscheint. Die isolierte Quantitit bei Taxineingabe ist 
aber dermaBen verschieden von derjenigen bei gewdhnlicher, 
normaler Fiitterung, daB keine Zweifel bestehen, daB die 
Hauptmenge der isolierten Hippurséiure dem Taxin entstammt. 
Ks scheint sogar die Benzoesiure durch Oxydation des Taxin- 
molekils im Organismus in derart groBen Mengen gebildet 
worden zu sein, daB der Kérper nicht mehr simtliche Benzoe- 
siure mit Glykokoll zu Hippursiure aufbauen konnte. Eine 
nachtragliche Bildung der Benzoe- aus Hippursiure im bereits 
ausgeschiedenen Harn durch die Wirkung von Staphylokokken, 
worauf Y. Seo!) hingewiesen hat, war durch Sterilisieren des 
Harns mit Chloroform und Toluol verhindert worden. Es wird 
somit im tierischen Organismus die Zimt- bzw. Hydrozimtsaure- 
gruppe des ‘Taxinmolekiils abgespalten und analog wie freie 
Zimt- oder Hydrozimtsiure?) zu Benzoesiure oxydiert. 

Es ist noch geplant, eine Untersuchung des Kotes vor- 
zunehmen, um eventuell AufschluB iiber andere Bruchstiicke 
zu erhalten. 

Wie die ausgefiihrten Versuche zeigen, ist bei Eingabe 
von Taxin wihrend lingerer Zeit auch eine Gew6hnung an 
das Alkaloid méglich. So erhielt das Tier zuletzt das mehr- 
fache der letalen Dosis ohne daB sich die geringsten Stérungen 
bemerkbar machten; dagegen verweigerte das Kaninchen bei 
einer Dosis von 0,250 g die Aufnahme jeglicher Nahrung. 

Da& auch bei Pferden eine solche Gewéhnung méglich ist 
liBt sich daraus natiirlich nicht ableiten. Es ist wohl denk- 
bar, daB diese Tiere, wie schon oft ausgesprochen wurde, ganz 





') Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 58, S. 440 (1908). 


2) E. und H. Salkowski, Chem. Ber. Bd. 12, S. 653; Diese Zs. 


Bd. 7, S. 161 (1882). 
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besondere Empfindlichkeit gegen Taxin zeigen, ist dies doch 
nicht der einzige Koérper, der speziell auf das Pferd toxische 
Wirkungen besitzt. Sehr empfindlich ist es auch gegeniiber 
der durch die Gastrophiluslarven erzeugten pernizidsen Aniimie }), 
Diese Larve, vor allem Gastrophilus haemorrhoidalis L. enthilt 
eine spezifisch fiir das Pferd toxische Substanz, das Oestrin. 
Die Extraktmenge von nur einer Larve, die ein Kaninchen intra- 
vends ohne irgendwelche Erscheinungen vertriigt, tétet ein 
Pferd nach wenigen Minuten. 

Eingehende toxikologische Untersuchungen’) hat Herr Dozent 
Dr. W. Pfenninger im veterinir-pathologischen Institut der 
Universitit Ziirich mit einem von uns friiher hergestellten 
‘laxinpraparat angestellt. Die Frage nach der pharmakolo- 
gischen Verwendbarkeit des Taxins mu dahin beantwortet 
werden, daB einer solchen die geringe therapeutische Wirkungs- 
breite und insbesondere die bei der Dosis efficax sofort in Er- 
scheinung tretende Blutdrucksenkung entgegenstehen. 

1. Die tédliche Dosis des Taxins, intravenés verabreicht, 
ist fiir Kaninchen etwa 5 mg pro Kilogramm Korpergewicht: 
bei intraperitonialer Verabreichung liegt die Dosis letalis minima 
fiir Kaninchen zwischen 6 und 8 mg; fiir Meerschweinchen 
zwischen 10 und 20 mg; bei peroraler Verabreichung betrigt 
die Dosis letalis minima etwa 22 mg. 

2. Die Erscheinungen, welche die Alkaloidvergiftung im 
im Tierversuch an kleinen Tieren verursacht, zeigen eine groBe 
Ubereinstimmung mit den bei groSen Tieren nach Vergiftungen 
mit Taxusblittern beobachteten. Der Sektionsbefund ist ein 
negativer, das Herz wird regelmiBig in Diastole angetroffen. 

3. Der Tod nach Taxusvergiftung ist, wie die Analyse der 
Wirkungsweise im Blutdruckversuch ergab, ein Herztod, nach 
Verabreichung der tédlichen Dosis tritt sofortiges kontinuier- 
liches Absinken des Druckes ein mit Vergré8erung und Ver- 
langsamung der Kontraktionen, wihrend die Atemtitigkeit zu- 





') K. R. Seyderhelm und R. Seyderhelm, Arch. fiir exper. 
Pathol. 8. 156 (1914). Vgl. auch R.Seyderhelm, Die Pathogenese 
der perniziésen Aniimie, Vig. J. Springer, Berlin (1922). 

*) Zs. f. exper. Medizin Bd. 29, 8. 310 (1922). 
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nichst noch normal bleibt und erst zufolge der ungeniigenden 
Blutversorgung, nach Absinken des Blutes und UnregelmaBbig- 
werden der Herzaktion, erlischt. 

4, Auf den iiberlebenden Darm von Meerschweinchen, 
Ratte und Katze wirkt das Alkaloid in geringen Konzentrationen 
fordernd, in gréBeren hemmend; die Wirkung scheint sich haupt- 
siichlich auf die Lingsmuskulatur (Pendelbewegung) geltend zu 
machen. Kine ahnliche Wirkung konnte, wenigstens in bezug 
auf den hemmenden Effekt gréBerer Dosen, auf den iiberlebenden 
Magen festgestellt werden. 

5. Blutdruckversuche haben gezeigt, daB die tédliche Dosis 
des Alkaloids durch Adrenalin, Atropin, CaCl,, Digalen und 
Physostigmin nicht paralysiert werden kann, auffallig erscheint, 
da8 Atropin nach Alkaloidvergiftung keinen Ausschlag mehr gibt. 

6. Durch Zusammenbringen von T'axin mit Gehirnbrei, 
Herzmuskel- und Skelettmuskelbrei gelang es nicht, das Gift 
in seiner Wirkung abzuschwichen. Auch konnten durch che- 
mische Analyse des Gehirns eines vergifteten Tieres Spuren 
des Giftes nicht wiedergefunden werden. 

Das Taxin wirkt nicht haimolytisch und wird auch von 
den Blutzellen nicht adsorbiert; es gelang nicht Alkaloidlésung 
durch Blut zu entgiften. 

8. Das Gift wird im Blut der Tiere nicht zerstért und 
durch chronische parenterale Verabreichung atoxischer Dosen 
liBt sich diese Fahigkeit den Tieren nicht beibringen bzw. 
nicht erhéhen; ebenso ist auch bei peroraler chronischer Appli- 
kation eine Giftfestigkeit oder eine Krhéhung derselben be- 
ziiglich des Magendarmtraktus nicht zu konstatieren. 

Fiitterungsversuche mit Kibenblittern sollen niheren Auf- 
schluB iiber deren letale Dosis sowie iiber die im Kot und 
Harn auftretenden Ausscheidungsprodukte geben. 


XVi. Zusammenstellung der gewonnenen Resultate. 


Der Taxingehalt der Eibenblitter verschiedener Provenienz 
zeigt keine bemerkenswerten Unterschiede. Die Blatter minn- 
licher Kiben weisen gegeniiber denjenigen weiblicher Pflanzen 
einen merklichen Mehrgehalt an Taxin auf. Die Aste enthalten 
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sehr geringe Mengen von T'axin, ebenso sind auch die Jung. 
sprossen bedeutend iirmer an Taxin. 

Taxin von der Formel C,,H,,0,,N wie auch siamtliche 
seiner dargestellten Salze sind trotz allen erneuten Versuchen 
nicht krystallin zu erhalten. Alkoholische Salzsiure ergibt mit 
Spuren von Taxin als charakteristische Farbenreaktion inten- 
sive Griinfirbung. Das Taxin ist eine tertiire Base, deren 
Stickstoff in aliphatischer Bindung vorhanden ist. 

Wahrend die Destillation des Taxins eine kleine Menge 
Zimtsiure liefert, ist durch Zinkstaubdestillation Styrol zu 
erhalten. Wird Taxin in itherischer Lésung der Einwirkung 
brauner Stickoxydgase ausgesetzt, so entsteht ein Gemisch von 
Nitrit und Nitrat. Das Alkaloid erleidet dabei keine Zersetzung. 

Das durch Methylieren des Taxins erhaltene Jodmethyl- 


taxin besitzt die Formel C,,H,,0,,N-CH,J; es geht bei der 


Behandlung mit Laugen unter Abspaltung von Trimethy]- 
amin in ein stickstofffreies amorphes Produkt von der Formel 
C,,H,,0,, tiber. Sowohl bei der Destillation dieses Kérpers, 
wie auch durch Spaltung mit Siuren entsteht Zimtsiure. 
Oxydiert man diese Verbindung mit Kaliumpermanganat, so 
tritt intensiver Benzaldehyd-Geruch auf, und es kann Ben- 
zoesiure isoliert werden. Durch Einwirkung von Laugen in 
der Kalte wird der stickstofffreie Kérper unter Bildung von 
Essig- und Zimtsiure zu einem wasserliéslichen, noch nicht 
niher bestimmten Produkt abgebaut. 

Die Oxydation des Taxins mit Bleisuperoxyd ergibt Ben- 
zoesaure, Oxalsiure und Formaldehyd. 

Unterwirft man T'axin der Einwirkung von Laugen, so 
entsteht Essigsiure, wenig Zimtsiure und ein amorpher, 
stickstoffhaltiger Kérper, welcher die meisten Taxinreaktionen 
noch zeigt und als ein erstes Abbauprodukt anzusehen ist. 

Die Bestimmung der Essigsiure ergab, daB aus einem 
Molekil Taxin 1 Mol Essigsaéure abgespalten wird. 

Wird Taxin oder das durch Laugenspaltung des Taxins 
erhaltene amorphe Zwischenprodukt einer Spaltung durch Siuren 
unterworfen, so erhilt man neben einer undefinierbaren harzigen 
Substanz einen krystallinen, stickstoffhaltigen Kérper, von 
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welchem auch Salze in krystalliner Form erhalten werden kénnen. 
Die Ermittlung seiner Elementarformel ergibt C,,H,,O,N. 
Beim Erhitzen des Korpers iiber den Schmelzpunkt tritt Zer- 
setzung ein unter Bildung von Zimtsiure und Dimethyl- 
amin. Die Oxydation mit KMnO, ergibt Benzcesaiure und 
wenig Benzamid. Dieses krystalline Produkt wird auf Grund 
seiner Higenschaften und Veriinderungen beim Abbau als 
3-Dimethylamidohydrozimtsaure angesprochen. 

Auf Grund der gewonnenen Resultate laBt sich fiir Taxin 
vorliufig folgende Formel aufstellen. 
CH—CH,—COO(CH,,0,)000—CH, 


N= (CH;), 


as, 


hen call 

In welcher Weise der N-haltige Komplex an den Rest 
C,,H,,O, gebunden ist, laBt sich noch nicht sagen. 

Taxin erleidet bei der EKinwirkung von Pilzen und Bak- 
terien eine Zersetzung, bei welcher zum gréften Teil andere 
Spaltungsprodukte auftreten, als durch chemische Agenzien. 

Bei Kaninchen ist eine Gewé6hnung an Taxin, welches 
per os einverleibt wird, bis zur dreifachen der letalen Dosis 
méglich, Intravenése Applikation von 0,001 g Taxin pro Kilo- 
sramm Korpergewicht verursacht bereits eine Anderung des Blut- 
druckes wiihrend die letale Dosis etwa 0,002 g betrigt. 

Als ein Abbauprodukt des Taxins durch den tierischen 
Organismus tritt Benzoesiure auf, welche im Harn z. T. als 
Hippursdure ausgeschieden wird. 

Nachtrag: Wahrend der Drucklegung dieser Arbeit er- 
schien im Journ. of Chem. Society, April 1923, S. 361, ein Re- 
ferat tiber eine Arbeit: ,,Japanese New Leaves“ (taxus baccata) 
von H. Kondo und U.Amano. Die Verfasser finden die gleiche 
Formel fiir Taxin wie wir. Als Spaltungsprodukte geben sie 
Kssig- und Ameisensiiure sowie als wahrscheinlich Zimtsiure 
an. Ihre Angaben iiber Drehungsvermégen stimmen mit den 
unsrigen nicht iiberein. 








Beitrag zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 
I. Mitteilung. 


Von 


H. Fischer und K. Sehnelier. 


Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen. 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1923.) 


Khe wir die Hoeschsche Synthese auf Pyrrole anwandten, 
versuchten wir die Pyrrolketone durch direkte Kinwirkung yon 
Siurechloriden auf 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol darzustellen 
und verwandten dazu Pyridin als Lésungsmittel.!) Dabei 
wurden tiberraschenderweise Molekiilverbindungen zwischen 
Pyridin und Pyrrolderivaten erhalten, sehr schén_ krystalli- 
sierende Produkte, von denen das Additionsprodukt von 1 Mole- 
kil Pyridin an 2 Molekiile 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrro! 
das bestaindigste ist. Mit anderen Pyrrolen und durch Ersatz 
des Pyridins durch Chinolin wurden ebenfalls schén krystalli- 
sierende Molekiilverbindungen erhalten, jedoch ergaben die 
Analysen keine eindeutigen Resultate tiber ihre Zusammen- 
setzung. 

Es sei daran erinnert, daB von H. Fischer?) beim Ketazin des 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-brompyrrols eine schén krystallisierende Pyridin- 
verbindung isoliert worden ist, in der auf 1 Molekiil Ketazin 2 Molekiile 
Pyridin treffen. In dieser Verbindung war das Pyridin so fest gebunden, 
daB es nicht gelang, sie pyridinfrei zu erhalten. Ebenso wurde von 
H. Fischer*) beobachtet, da8 das Bilipurpurin ein prachtvoll krystalli- 





") Weyl, Methoden der organ. Chemie II, S. 1275 (1911). 
*) Sitzungsber. d. Kgl. bayr. Akademie d. Wissensch. Miinchen 1915, 
S. 402. 


3) Diese Zs. Bd. 96, S. 294 (1915). 
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' siertes Kupfersalz gibt, das nach der Analyse 1!/, Molekiil Pyridin ent- 


hilt, das bei 100° im Vakuum noch nicht entweicht. 

Die Tatsache, da einfache Pyrrole mit Pyridin Molekiil- 
yerbindungen geben, erscheint uns von besonderer Wichtigkeit 
in bezug auf die Verhiltnisse beim Blutfarbstoff. Versetzt man 
nimlich nach Donogany') und Kobert?) Haimoglobin mit 
Pyridin, so krystallisiert die Farbstoffkomponente, das Himo- 
chromogen aus. Diese Verbindung ist ausgezeichnet durch einen 
charakteristischen Spektralbefund, ist unbestindig und enthilt 
der allgemeinen Anschauung nach zweiwertiges Eisen. Die 


' Verbindung ist schon von verschiedenen Autoren isoliert und 
von Calmus?) baw. v. Zeynek‘) als Pyridinverbindung er- 


' kannt worden. Nach v. Zeynek kommen wahrscheinlich 
| 2 Molekiile Pyridin auf 1 Molekiil Hamochromogen. Genauer 
- analysiert wurde von v. Zeynek die Ammoniakverbindung des 


' Himochromogens und von Pregl®) die CO-Verbindung des 


Himochromogenammoniums. Die Analysen beider Autoren 
stimmen sehr gut auf die entsprechenden Molekiilverbindungen 
des Hiimochromogens (vgl. Exp. Teil). 

Ks ist also Himochromogen iiberhaupt noch nicht als 
solches isoliert worden, sondern stets nur in Gestalt von 


' additionellen Produkten, die wir als Molekiilverbindungen auf- 


lassen wollen. Danach legt es nahe, auch im Himoglobin 
eine Molekiilverbindung zu erblicken, dergestalt, daB die noch 


unbekannte Farbstoffkomponente sich mit Eiweif zu der Mole- 


kiilverbindung Hamoglobin paart. 

Dies steht auch im Einklang mit den Versuchen von Herzfeld 
und Klinger®), die gefunden haben, daB man dem Gemisch von roten 
Slutkérperchen und festem Natriumbicarbonat mit absolutem Alkohol 
den Blutfarbstoff entziehen kann und so eine prichtig rotgefiirbte Lésung 
erhilt, die ein dem reduzierten Hiimoglobin iihnliches Spektrum zeigt. 


Jen zugrundeliegenden Kérper nennen sie Hiimochrom, und dieses Himo- 


*) Mathem.-naturw. Ber. aus Ungarn Bd. 11, 8. 1893. 

*) H. Kobert, Uber das mikrokrystallographische Verhalten des 
Wirbeltierbluts, Stuttgart 1901 (Enke). 

*) Diese Zs. Bd. 70, S. 217 (1910). 

*) Diese Zs. Bd. 70, 8. 228 (1910). 

‘) Diese Zs. Bd. 44, S. 173 (1905). 

*) Biochem. Zs. Bd. 100, S. 64 (1919). 
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chrom zeichnet sich durch auB8erordentliche Bestindigkeit aus, krystal. 
siert aber nicht. Nach den Eigenschaften des Kérpers halten wir es fi 
méglich, da8 in ihm ein Doppelmolekiil, durch Bindung an den Kisey. 
atomen verkniipft, vorliegt. 

Von Willstaitter wird das Himoglobin als Adsorptions. 
verbindung aufgefaBt. Wir finden in Liebigs Ann. der Chem.’ 
folgenden Satz: ,,Das Haimoglobin erscheint uns nimlich an 
besten als kolloide Adsorptionsverbindung erklirt zu werden, 
bei deren Bildung sich die Affinitit basischer Gruppen des 
Globins zu elektronegativen Gruppen des Himochromogens 
betatigt.“ Wir sind nicht der Ansicht, daB es sich um eine 
Adsorptionsverbindung handeln kann, und zwar deshalb, weil 
das Oxyhimoglobin bzw. Himoglobin sehr schén krystallisierey 
und nach den Untersuchungen von Butterfield?) das Hiimo- 
globin immer die gleiche Zusammensetzung hat, auch unter 
pathologischen Verhaltnissen. Bei einer Adsorptionsverbindung 
ist diese Konstanz der Zusammensetzung kaum méglich. Wenn 
nun schon einfache Pyrrole mit Pyridin Molekiilverbindungen 
geben, wie in unserem Falle, so liegt unseres Erachtens nacl 
kein Grund vor, das Hiimochromogen und Himoglobin nicht 
ebenfalls als Molekiilverbindungen aufzufassen. Merkwiirdig 
bleibt dabei nur der Unterschied im spektralen Verhalten 
zwischen dem Himoglobin und dem Himochromogen. 

Wenn beides Molekiilverbindungen sind und die Farbe 
durch den Zusammentritt des ungesiittigten Farbstoffanteils 
mit dem Kiweif, bzw. dem Pyridin, ihnlich wie bei der Chin- 
hydronbildung, ihre Erklirung findet, so miiBten eigentlich 
im Himochromogen und im Himoglobin ‘hnliche Spektral- 
erscheinungen beobachtet werden. Man kénnte versucht sein. 
anzunehmen, daf im Valenzzustand des Kisens im Hiimoglobin 
und im Hiimochromogen ein Unterschied besteht. 

Manchot’) nimmt ja auch in der Tat an, daB das Hisen 
im Blutfarbstoff dreiwertig ist, und man kénnte fiir diese An- 





1) Bd. 416, S. 27 (1918). 

*) Diese Zs. Bd. 62, S. 173 (1909). 

%) Diese Zs. Bd. 70, S. 230 (1910). Vgl. auch Manchot, Bd. 49, 
S. 2876 (1912). 
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od 


nahbme auBer den Versuchen von Manchot noch anfihren, 
' daB von Blau?) Tri-dipyridyl-ferrisalze dargestellt worden sind, 
' die sich durch eine hervorragende Reduzierbarkeit auszeichnen, 
. indem sie schon durch die schwichsten Reduktionsmittel, wie 
: verdinnte Bromwasserstoffsiure, metallisches Quecksilber oder 


aL Ne 


“a 


isis 3 


: Silber, sowie durch Belichtung zu den Tri-dipyridyl-ferrosalzen 


reduziert werden. Dasselbe gilt auch fiir die Salze des 
v.¢-Phenantrolins. 

Wir sehen also, daB unter dem Hinflu8 komplizierter 
Molekiile die Ferristufe zur unbestiindigen wird, also das ent- 
gegengesetzte Verhalten wie in der anorganischen Chemie. 
Ks erscheint uns nicht ausgeschlossen, da sich das Kisen im 
Hamoglobin in einem abnormen Valenzzustand befindet, dab 
der Farbstoffanteil Radikalnatur besitzt. Vorliufig ist das 
experimentelle Material noch nicht ausreichend, um diese Auf- 
fassung gentigend begriinden zu kénnen. Wenn man jedoch 
bedenkt, daB man, wie oben erwihnt, durch bloBen Zusatz von 
Pyridin Hiimochromogen erhalt, so halten wir es doch fiir 
wahrscheinlich, daB das Eisen im Blutfarbstoff zweiwertig ist.?) 

Vor langerer Zeit schon hat der eine von uns mit Schau- 
mann Versuche in der Richtung dieser Fragestellung gemacht. 
Mesohimin ist bekanntlich das Analogon des Himins, und hier 
kann das experimentelle Ergebnis mit fiir die Betrachtung der 
Wertigkeit des EKisens herangezogen werden. 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 19, S. 647 (1898). 

*) Anmerkung bei derKorrektur. DieserSatz ist nicht aufrecht 
zu erhalten. Wir haben festgestellt, da8 beim Versetzen von Hamin 
mit Pyridin in entsprechend verdiinnter Liésung das Haimochromogen- 
spektrum erscheint. Gibt man zu der Lisung einen Tropfen Hydrazin, 
30 verstiirkt sich der Spektralbefund, aber eine Anderung erfolgt nicht. 
Nachdem im Himin bestimmt das Eisen dreiwertig ist und hier durch 
Zusatz von Pyridin das Eisen zweiwertig wird, kann es keinem Zweifel 
unterliegen, daB das Eisen im Blutfarbstoff dreiwertig ist in Bestatigung 
der Versuchsergebnisse von Manchot (a. a. 0.). Ob unsere oben an- 
genommene Radikalnatur des Farbstoffanteils zu Recht besteht, miissen 
weitere Versuche, sowie die Untersuchung der Kisenverbindungen Blaus 
ergeben. Erwihnenswert ist noch, daB durch Zusatz von Pyridin zu 
Mesohimin und zum Eisensalz des Urinporphyrinesters in analoger Weise 
das Himochromogenspektrum entsteht. 
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Dabei ist sehr auffallend, daB die Einfithrung des Hiseys 
mit Hilfe von Eisenoxydverbindungen in Eisessig bei 100! 
ebensogut gelingt, wie mit Hilfe von Ferroacetat. Es wiire ja 
nun denkbar, daB sich bei der lingeren Dauer des Prozesses 
nach Zalesky') intermediir durch Luftoxydation Ferriaceta; 
bildet und dieses sozusagen in statu nascendi nur die Fahigkei 
besitzt, komplexsubstituierend in das Molekiil einzutreten. Wir 
haben die Versuche deshalb (vgl. Experimenteller Teil) peinlichst 
unter Ausschlu8 von Sauerstoff durchgefiihrt und haben an. 
standslos Mesohimin erhalten. Das Himochromogenspektrum 
ist dabei nicht aufgetreten. Im Mesohiimin, ebenso wie in 
Haimin kann aber das Eisen nur dreiwertig sein. 

Man muB daher annehmen, dai in demselben Moment, 
in dem das Eisen in das Mesoporphyrin eingetreten ist, ei 
Valenzwechsel stattfinden kann. Dieser Valenzwechsel ist hiéchst 
eigenartig und fordert zu weiteren Untersuchungen heraus, wit 
denen wir beschiftigt sind. Ubrigens ist es auch Willstiitter® 
gelungen, das Eisen in das Athioporphyrin mit Hilfe you 
Ferrichlorid einzufiihren. 


Zur Hamatinfrage. 


Der Unterschied, ob bei der Lésung von Himin, Pyridin 
oder Natronlauge angewandt wird, scheint sehr betriichtlich zu 
sein. In Natronlauge tritt Austausch des Cl gegen OH ein, 
d. h. wir miissen annehmen, dab dabei das Chlor in den Ionen- 
zustand iibergeht. Durch Pyridin dagegen tritt das im Gegen- 
satz zu Kiister unserer Ansicht nach nicht ein. Die Leit- 
fihigkeitszahlen von K’iister*) sprechen ebenfalls in dem Sinue, 
daB keine Dissoziation stattfindet, sie sind in der GréBenordnung 
von der des reinen Wassers. Dafiir sprechen auch die expeti- 
mentellen Zahlen von Fischer und Hahn‘), die beim Mole. 





1) Diese Zs. Bd. 37, S. 54 (1902). 
*) Diese Zs. Bd. 87, S. 489 (1918). 
5) Chem. Ber. Bd. 53, 8. 623 (1920). 
*) Chem. Ber. Bd. 46, S. 2308 (1913). 
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kulargewicht des Hamins und Mesohimins richtige Zahlen 
gefunden haben. Weiterhin  tritt der groBe Unterschied 
zwischen der Kinwirkung von Natronlauge und Pyridin noch 
dadurch hervor, daB nach Behandlung mit Pyridin jederzeit 
typisches Hamin wieder erhalten werden kann, woriiber sich 
alle Autoren einig sind, wahrend nach der Behandlung mit 
Natronlauge Hiimatin auftritt, das bekanntlich nicht in Himin 
guriickverwandelt werden kann. Dagegen ist amorphes Hiimatin 
in krystallisiertes Himochromogen iberfiihrbar. Dort erfolgt 
eben durch den Einflu8 des Reduktionsmittels Wiederherstellung 
des urspriinglichen Zustandes, und im Einklang damit erhilt 
man auch aus dem Himochromogen leicht wieder typisches 
Hiimin, wenn auch bis jetzt nur in bescheidener Ausbeute. 


Experimenteller Teil. 


Pyridinverbindung des 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy- 
pyrrols. 

| ¢ 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol wird in 3 cem Pyridin 

gelist und zu der Lésung bei 50° tropfenweise 1,5 g Acetyl- 

chlorid gegeben. Unter lebhafter Chlorwasserstoffentwicklung 

iritt bald Reaktion ein, die durch kurzes Erwiirmen auf dem 


Wasserbad beendet wird. Nach 2stiindigem Stehen auf Eis” 


ist der ganze Kolbeninhalt erstarrt. Der Korper wird rasch 
abgesaugt und mit wenig Alkohol und Ather gewaschen. Das 


q 


so in guter Ausbeute erhaltene Reaktionsprodukt wird, aus 
Alkohol umkrystallisiert, in farblosen Nadeln vom Schmelz- 
punkt 173—174° erhalten. 

Durch Anwendung von Benzoylchlorid unter sonst gleichen 
Versuchsbedingungen wird derselbe Koérper erst nach lingerem 
Stehen des Reaktionsproduktes gewonnen. Bei Abwesenheit 
des Siurechlorids, sowie bei Anwendung eines anderen Liésungs- 
mittels, wie Dimethylanilin, konnte die Bildung einer Molekiil- 
verbindung nicht erzielt werden. 

Der Koérper ist nur in reinstem Zustande haltbar und 
zeigt stets schwachen Pyridingeruch, ist halogenfrei und reagiert 
in der Kilte positiv auf Ehrlichs Reagens. 
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Zur Analyse wurde er bei 56° tiber P,O, und konz. H,S0, 
zur Konstanz getrocknet. 


0,1494 g Substanz gaben 0,3669 g CO,, 0,1024 g H,O. 


0,1471 g = » 13,38 cem N (18°, 726 mm). 
C,,H;,0,N; (2 Mol. Pyrrolderivat + 1 Mol. Pyridin) (413,40). 
Ber. C 66,79°/, H 7,56°%, N 10,17°/, 
Gef. ,, 67,00 2 1,67 10,14 


Pyridinverbindung des 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrols, 

Man lést 1 g vollstindig trocknes 2.4-Dimethy]-3-acetyl. 
pyrrol in 6 ccm Pyridin und laBt zu der Lésung bei Zimmer- 
temperatur 1g Acetylchlorid unter kraftigem Schiitteln im 
Laufe von 10 Minuten zutropfen. Die Reaktion vollzieht sich 
unter starker Erwarmung ziemlich heftig. Man laBt das Reak- 
tionsprodukt in einer Kaltemischung 1—2 Stunden stehen, 
wobei sich die Pyridinverbindung krystallisiert abscheidet. 
Durch Umkrystallisieren aus Alkohol und Waschen mit wenig 
Ather erhilt man farblose Krystalle, die auch im reinsten 
Zustande noch schwachen Pyridingeruch zeigen. Schmelzpunkt 
(aus Alkohol) 185°. Reaktion auf Ehrlichs Reagens in der 
Kialte stark positiv. 

Ks wurde versucht, durch Anwendung eines Verdiinnungs- 
mittels die Ausbeute zu erhéhen. Ather eignet sich wegen 
der Unldslichkeit des Ausgangsmaterials nicht. Ein Versuch 
mit Chloroform ergab Verharzung. 

Zur Analyse wurde der Ko6rper kurze Zeit bei gewohn- 
licher Temperatur im Vakuum getrocknet. 


0,1014 g Substanz gaben 0,2573 g CO,, 0,0696 g H,O. 


0,0955 ¢ - » 9,4ceem N (16°, 723 mm). 
0,1173 g * » 11,7 ceem N (17°, 717 mm). 
Gef. C 69,23°/, H 1,68°/, N 11,02 (11,08)°/,. 


Trotzdem der Koérper einheitlich krystallisiert war, gelang 
es nicht, eine befriedigende Formel aufzustellen. Offenbar 
spaltet er staindig Pyridin ab. 

2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol wurde in analoger Weise, 
wie eben beschrieben, mit Chinolin umgesetzt. Aus Alkohol 
wurden priichtige, farblose Nadeln vom Schmelzp. 206—210” 
‘unscharf), aus Chloroform solche vom Schmelzp. 164° erhalten. 
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die auch im reinsten Zustand noch starken Chinolingeruch 
zeigten. Nach den Analysen ist auch hier zweifellos eine 
Molekiilverbindung entstanden, ohne daB aus den Zahlen auf 
einen bestimmten Kérper geschlossen werden konnte. Es 
handelt sich wahrscheinlich um ein Gemisch von einem 
Additionsprodukt aus 2 Molekiilen Pyrrol + 1 Molekiil Chinolin 
und einem solchen aus 1 Molekiil Pyrrol + 1 Molekiil Chinolin. 


Darstellung von Haimochromogen. 


Hiimochromogen ist nach verschiedenen Methoden leicht 
darstellbar, am bequemsten mit dem von Takayama!) an- 
gegebenen Reagens. Rein dargestellt und analysiert wurde es 
zuerst von v. Zeynek?) mit Hydrazin bei Gegenwart von Am- 
moniak. Seine Analysenzahlen stimmen sehr gut auf die 
Molekiilverbindung Himochromogenammoniak: 


C,,4H;,N,0,Fe (633,35). 
Ber.: © 64,259, H5,71%  N 11,03°/, Fe 8,79%, 
v. Zeynek fand: ,, 63,83 »> 5,66 » 11,48 »» 9,25. 


Pregl’) hat die CO-Verbindung des Haimochromogens in 
Pyridin hergestellt. Seine Analysenzahlen stimmen ebenfalls 
recht gut auf die Kohlenoxydverbindung von Himochromogen- 
ammoniak: 


C.,Hs,N;0;Fe (661,35). 
Ber. N 10,59°/9 Fe 8,44°/, 
Pregl fand ,, 10,49 », 8,05 


Bedenkt man, daB es sich in den Fallen um duBerst zer- 
setzliche Korper handelt, so ist die Ubereinstimmung recht 
befriedigend und es ist kaum zu erwarten, daB bei neuen 
Analysen bessere Ergebnisse erzielt werden. 

Im Takayamaschen Reagens kann man ebensogut Pyridin 
durch Chinolin ersetzen und wir erhielten ebenfalls die ent- 
sprechende Chinolinverbindung. 


1) Miinch. med. Wochenschr. Bd. 69, 8. 116 (1922). C. 1922, I, 612. 
*) Diese Zs, Bd. 25, S. 492 (1898). 
3) Diese Zs. Bd. 44, 8. 173 (1905). 
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Uberfiihrung von Himatin in Himin iiber das Hiamo- 
chromogen. 

Himin (krystallisiert) wird in n/10-Natronlauge gelést, {il- 
triert und mit KEssigsiure Himatin ausgefillt. Zur voll- 
stiindigen Uberfiihrung des Himins in Himatin wird dieses 
Verfahren zweckmiBig noch einmal wiederholt. Nach dem 
Filtrieren und Auswaschen wird der Niederschlag mit dem 
Takayamaschen Reagens versetzt, so daf vollstindige Lisung 
eintritt. Nach einiger Zeit beginnt die Bildung von Himo- 
chromogen und in diesem Stadium wird das Ganze in siedenden 
Kisessig, der mit wenig Kochsalz und Salzsiure versetzt ist, 
gegossen. Dabei krystallisiert typisches Himin aus. Der 
Versuch muB noch nach der quantitativen Seite hin ergiinzt 
werden. 


Versuche iiber die Wertigkeit des Kisens im Meso- 
himin.?) 

0,5 g salzsaures Mesoporphyrin werden in 150 ccm Kis- 
essig gelést und zwar unter Erwirmen in einer Schlenkréhre 
im Stickstoffstrom. In einem Schmidlinkolben werden 2 ¢ 
Kisenpulver im Stickstoffstrom mit 50g Hisessig ausgekochit 
und die Lésung heiB unter LuftausschluB in die Porphyrin- 
lésung filtriert, wobei auch etwas von dem festen, vollkommen 
farblosen Ferroacetat mit hiniibergespiilt wird. Die blau- 
violette Lésung schlagt sofort in braunrot um, das Porphyrin- 
spektrum verschwindet und es tritt der Streifen im Rot, der 
fiir die komplexen EHisenverbindungen charakteristisch ist, auf. 
Die Réhre wird nun zugeschmolzen und erkalten gelassen. 
Nach 12 Stunden hat sich eine kleine Menge glitzernder, schwarz- 
blauer Krystalle abgesetzt. Die dariiber stehende Hisessig- 
lésung wird unter Stickstoff in eine zweite Schlenkréhre ab- 
gegossen und der Riickstand mit Ather aufgeschwemmt. 
Hierauf wird nach Schlenk unter Stickstoff auf ein gehirtetes 
Filter filtriert, wiederholt mit Ather gewaschen und im Stick- 
stoffstrom getrocknet. Das Priparat stellt ein stahlblaues, 


1) Nach Versuchen von O. Schaumann. 
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glitzerndes Krystallpulver dar, enthalt Kisen und Chlor. Aus- 
beute 0,25 g. Mit der Untersuchung der Mutterlaugen sind 
wir noch beschiftigt. Das Filtrat (die abgegossene Fliissigkeit) 
wird unter Stickstoff mit 50 ccm siedendem, im Stickstoffstrom 
ausgekochten Wasser versetzt und das Rohr zugeschmolzen. 
Die braunrote Fliissigkeit, die vor der Behandlung mit Wasser 
noch das Himinspektrum zeigte, schligt in weinrot um und 
zeigt das Porphyrinspektrum. Es wird nun am Wasserbad 
mehrere Stunden Sauerstoff zugeleitet, wobei geringe Dunkel- 
firbung, aber keine Verainderung des Spektrums eintritt. Nach 
dem Erkalten hat sich eine geringe Menge von blauschwarzen 
slitzernden Krystallen, die unter dem Mikroskop Rhomben und 
Sechsecke erkennen lassen, abgesetzt. Sie werden abgesaugt, 
das Filtrat enthalt Eisen und Chlor. 


16* 
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Uber einige Pyrrolderivate. 
Von 
H. Fischer und K,. Sehneller. 





(Aus dem organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1923.) 

In einer friiheren Arbeit’) haben wir die Anwendung der 
Hoeschschen Synthese auf Pyrrole beschrieben und in weiterer 
Verfolgung wurde analog dem 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-5- 
chloracetyl-pyrrol das 2,4-Dimethy]-3-acetyl-5-chloracetylpyrro! 
gewonnen, in dem das Chlor labil und gegen die Amino- und 
Dimethylaminogruppe austauschbar ist. Dichlor-acetonitril gab 
mit dem Hantzschschen 2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol 
2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-4-dichloracetyl-pyrrol. Von diesem 
hofften wir weitere Umsetzungsméglichkeiten, wozu sich der 
Kérper infolge der groBen Haftfestigkeit des Halogens als nicht 
besonders geeignet erwies. Ferner wurde das 2,4-Dimethy|- 
3-carbathoxy-pyrrol mit Phosgen behandelt, um auf diese Weise 
zum entsprechenden Dipyrrylketon zu gelangen. Die Reaktion 
ging wider Erwartung nur einseitig, und es wurde iiber das 
unbestindige Saiurechlorid die 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol- 
d-carbonsdure erhalten. 

Wir erinnern daran, daf Dicyangas') mit 2,4-Dimethyl- 
3-carbithoxy-pyrrol ebenfalls nur halbseitig reagierte. 

Der schon friiher beschriebene 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy- 
pyrroyl-5-essigsiure-ithylester gab mit Hydrazinhydrat weder 
das erwartete Hydrazon, noch ein Ketazin, sondern es trat 
unter Abspaltung von Wasser und Alkohol RingschluB ein 


1) Chem. Ber. Bd. 55, S. 2390 (1922). 
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' unter Bildung eines Pyrrol-Pyrazolonkomplexes, des 2,4-Di- 
'  methyl-3-carbiithoxy-pyrryl-pyrazolons 3 von folgender Kon- 
stitution.’) 





CH, - 4 - COOC.H; CH, -C——C- COOC,H, 
mr oe | 
| H,c—:0'C-C  ©.CH, H,cC——_C-C O.CH, 
‘ a a —> “| | Nz 
Po,H,0.00 jH,;N NH oc N NH 
ehh eee “yo 


Syanessigsiure-methylester gab mit 2,4-Dimethyl-3-carb- 
ithoxypyrrol den schén krystallisierenden 2,4-Dimethyl-3-carb- 
iithoxypyrroyl-5-essigsiuremethylester. Bemerkenswert ist die 
Umsetzung des 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrols mit Cyan- 
essigsiure. Hs war hiernach die 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy- 
5-pyrroylessigsiure zu erwarten, aber entsprechend der Un- 
bestindigkeit der f-Ketonsiuren trat jedoch schon bei der 
Umkochung des Imins Kohlensiureabspaltung ein und es resul- 
tierte das 2,4-Dimethyl-3-carbaithoxy-5-acetylpyrrol. Diese 
auBerordentliche Labilitit der COOH-Gruppe ist offenbar nicht 
allein bedingt durch die f-staindige Ketogruppe, sondern noch 
verstirkt durch den sich daran anschlieBenden Pyrrolrest, ein 
Verhalten, das wir auch in der Maleinsiurereihe beobachtet 
haben. Wir versuchten, das £,(’-Methyl-essigsiure-maleinsiure- 
anhydrid zu synthetisieren, analog wie Kiister die Hamatin- 
siure aufgebaut hat, und setzten demgemaf den Acetessigester 
mit Chloressigsiure um, lagerten Blausiure an und verseiften. 
Als Endresultat ergab sich Dimethylmaleinsiureanhydrid. Auch 
hier ist also die eben erwaihnte Saéure auf diesem Wege nicht 
isolierbar. Dagegen ist nach Feist?) der Tetraester der 2,4- 
Diessigsiiure-pyrrol-3,5-dicarbonsaiure bestiindig. Bei der Ver- 
seifung spaltet sich allerdings leicht CO, ab und man erhilt 
2,4-Dimethyl-pyrrol.*) 

Bei Versuchen, die CO-Gruppe in den Pyrrolketonen zu 
reduzieren, machten wir bei dem 2,4-Dimethyl-3-carbiathoxy- 


) Vgl. Oddo, Gazzetta chimica Italiana Bd. 50, II, S. 258 (1920). 
2) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1541 (1902), 
5) Vel. auch Kiister, Diese Zs. Bd. 121, S, 163 (1922). 
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5-benzoylpyrrol eine interessante Beobachtung. Wir erhielten 
das von Feist’) beschriebene Bis[2,4-dimethyl-3-carbithoxy)- 
pyrryl-phenyl-methan von folgender Konstitution: 





C,H,OCO - C—C.- CH, CH, -C—C-C00C,H, 
| | ofa | 
CH,-C C—C-6,8,+'6,8,00:-C  C-OH, 3 
ae : ae 
NH NH 
C,H,OCO-C——C-CH, CH,-C——C-COOC,H. 
| | 
H | H 
CH,-C C——C-—-—C_ 6C.CH, 
a od 
NH C,H, NH 


Wir nehmen an, daB hierbei zunichst eine Reduktion der 
Carbonylgruppe zur sekundiren Alkoholgruppe erfolgt, die 
offenbar unbestindig ist und sich in Benzaldehyd und 2,4-Di- 
methyl-3-carbithoxypyrrol spaltet. Der Benzaldehyd ist am 
intensiven Geruch deutlich wahrnehmbar. Die weitere Reaktion 
kann dann teils so erfolgen, daB sich der Benzaldehyd direkt mit 
2 Molekiilen 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol kondensiert oder 
auch, daf das entstandene Pyrrol sofort mit 1 Molekiil des 
Hydrols unter Wasserabspaltung sich zu dem Feistschen 
Kérper kondensiert. 

Weiterhin wurde tetrazotiertes Benzidin mit 2,4-Dimethy]- 
3-carbathoxypyrrol und 2,4-Dimethyl-3-acetylpyrrol zu den 
,Kongofarbstoffen“* gekuppelt, speziell um nachzusehen, ob es 
gelinge, in die so erhaltenen Verbindungen Eisen komplex 
einzufiihren. Leider erwiesen sich jedoch die Farbstoffe als 
auBerordentlich schwer léslich, so daB wir aus dem negativen 
Ergebnis der Versuche keine zwingenden Schliisse ziehen kénnen. 

AnschlieBend an friihere Untersuchungen?) kondensierten 
wir Tetramethyldiaminobenzhydrol (Michlers Hydrol) mit 
2,4-Dimethyl-3-carbaithoxy-pyrrol und erhielten dabei 2,4-Di- 
methyl-3-carbathoxy-pyrryl-tetramethyl-p-diamino- diphenyl-me- 
than als schén krystallisierende, farblose Verbindung, welche 


1) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1653 (1902). 
) Diese Zs. Bd. 120, 8. 268 (1922). 
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typische Erscheinungen von Halochromie zeigt und folgende 
Konstitution hat: 
cH /—\ CH,-C—C-C000,H, 
HoN- 4 a | | 
, = ae CH 


H, << 
CH oe Nit 


Es wird von besonderem Interesse sein, diese Leukover- 
bindung iiber das entsprechende Carbinol in den Farbstoff 
iiberzufiihren. Versuche in dieser Richtung sind im Gange- 

Dieselbe Halochromieerscheinung zeigt, allerdings in nicht 
so ausgeprigtem Mafe, das Kondensationsprodukt von Benz- 
hydrol mit 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol, das H. Fischer und 
Kaan!) vor einiger Zeit beschrieben haben. In derselben 
Weise haben wir Benzhydrol mit dem Hantzschschen 2,5- 
Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol und mit 2,4-Dimethyl-3-acetyl- 
pyrrol kondensiert und dabei Pyrryl-diphenyl-methane erhalten, 
welche mit Schwefelsiure ebenfalls Halochromieerscheinungen 
zeigen. Die verstirkte Halochromieerscheinung der Tetramethyl- 
verbindung ist verstindlich; denn auch das Tetramethyl-di- 
aminobenzhydrol zeigt gegeniiber dem Benzhydrol eine ver- 
stirkte Halochromieerscheinung, wihrend bekanntlich die Me- 
thane diese Erscheinung nicht geben. Letztere beruht in 
unseren Fiillen darauf, daB statt der Hydroxylgruppe in den 
Hydrolen ein Pyrrolkern eingetreten ist. In diesem Falle ist 
also der Pyrrolkern in der Wirkung gleichzusetzen der Hydr- 


oxylgruppe. 
Experimenteller Teil. 
2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-chloracetyl-pyrrol. 
1 g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol (1 Mol.) und 2,2 g trocknes 
Chloracetonitril?) (2 Mol.) werden in 20 ccm absol. Ather auf- 
geschlammt und unter gutem Schiitteln 1'/, Stunde ein kriftiger 


Strom trocknen Chlorwasserstoffs eingeleitet. Durch mehr- 
stiindiges Stehen unter Ausschlu8 von Feuchtigkeit wird die 





1) Diese Zs. Bd. 120, S. 268 (1922). 
*) Chem. Ber. Bd. 6, S. 732 (1873). 
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anfanglich langsame Abscheidung des salzsauren Imins ver- 
volistaindigt. 

Die Umsetzung zum Keton erfolgt durch kurzes Erwirme:, 
des vom Ather befreiten Imins mit wenig Wasser auf dem 
Wasserbade oder besser durch gutes Schiitteln der kalten, 
wiBrigen Loésung des Imins. Farblose, flitterige und seide- 
glinzende Blattchen vom Schmelzp. 173° (aus Alkohol). Aus- 
beute 1,4 g, d.i. 93°/, d. Th. 

Das Keton ist leicht léslich in Kisessig, Chloroform, Aceton, 
Pyridin, in Alkohol und Benzol in der Wirme lislich, un- 
léslich in Ather und Wasser. Es reagiert in der Wirme 
schwach positiv auf Ehrlichs Reagens und ist durch Reiz- 
wirkung auf die Nasenschleimhiute besonders ausgezeichnet. 

0,1550 g Substanz gaben 0,3216 g CO,, 0,0778 g H,O. 


0,1449¢ ,, , 8,8 cem N (18°, 716 mm). 
C,,H,,0,NCl (213,62) Ber. C 56,23°/, H 5,66°%, N 6,56°/, 
Gef. ,, 56,60 ,, 5,62 ,, 6,71 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-aminoacetyl-pyrrol. 

0,5 g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-chloracetyl-pyrrol werden in 
moéglichst wenig Alkohol in der Wirme gelést und in die 
Lésung im Bombenrobhr gasférmiges Ammoniak bis zur Sattigung 
eingeleitet. Nach 3stiindigem Erhitzen bei 90—100° im zu- 
geschmolzenen Rohr ist die alkoholische Lésung intensiv rot 
gefarbt. Durch vorsichtigen Zusatz von Wasser werden gelb 
gefarbte Krystalie, die, ohne zu schmelzen, sich beim Erhitzen 
unter Braunfairbung zerseten, in miBiger Ausbeute erhalten. 

2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-aminoacetyl-pyrrol ist in Alkohol, 
Eisessig und Pyridin in der Wirme schwer léslich, in Wasser 
und Ather unldslich. In konz. Schwefelsiure lést sich das 
Pyrrolderivat in der Kalte mit veilchenblauer, in der Wirme 
mit stahlblauer Farbe. 


0,1124 g Substanz gaben 7,6 ccm N (19°, 720 mm). 
C,,H,,0,N (180,17) Ber. N 7,77°/, Gef. N 7,48°/, 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-dimethylaminoacetyl-pyrrol. 
0,5 g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-5-chloracetyl-pyrrol werden 
mit 5 ccm einer 33°/,igen, absolut alkoholischen Dimethyl- 
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aminlisung im zugeschmolzenen Reagenzrohr 30 Minuten auf 
siedendem Wasserbad erwairmt. Nach dem Erkalten wird in 
offener Schale das Lésungsmittel im evakuierten Exsiccator 
verdunstet, wobei sich filzige Nadeln vom Schmelzp. 104° ab- 
scheiden. 

2,4-Dimethy]-3-acetyl-5-dimethylaminoacetyl-pyrrol ist in 
allen gebrauchlichen Lésungsmitteln, auch in Wasser, leicht 
léslich. Es zersetzt sich an der Luft bald unter Bildung eines 
rotbraun gefirbten Ols. Gut haltbar dagegen ist das Sulfat, 
welches beim langsamen Verdunsten der wiiBrigen, mit etwas 
Schwefelsiure versetzten Lésung des Rohprodukts in langen, 
farblosen Nadeln vom Schmelzp. 56° erhalten wird. Das Sulfat 
konnte wegen Materialmangels nicht analysiert werden. Die 
analoge Bildungsweise dieses Kérpers und des 2,4-Dimethyl- 
3-carbithoxy -5-dimethylaminoacetyl-pyrrols!) deutet jedoch 
zweifellos auf analoge Konstitution. 


2,5-Dimethyl-3-carbathoxy-4-dichloracetyl-pyrrol. 

1 g 2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol (Hantzschs Pyrrol) 
(1 Mol) und 1 g Dichlor-acetonitril (1'/, Mol)?) werden in 10 ccm 
absol. Chloroform gelést und in die Lésung 1 Stunde trocknes 
Chlorwasserstoffgas eingeleitet. Nach mehrstiindigem Stehen 
wird die orange gefirbte Lésung im Vakuum vom Lésungs- 
mittel befreit. Das zuriickbleibende, rotbraun gefirbte Ol wird 
in der Kalte mit Wasser unter Zusatz von wenig Ammoniak 
digeriert und kurze Zeit stehen gelassen. Dabei entsteht eine 
gelblichweiBe Emulsion, die zu farblosen, flockigen Krystallen 
erstarrt. Aus Alkohol umkrystallisiert, wird das Keton in farb- 
losen, filzigen Nadeln vom Schmelzp. 171° erhalten. 

Das Keton zeigt in der Warme schwach positive Reaktion 
mit dem Ehrlichschen Reagens. Hs ist leicht léslich in Kis- 
essig, Chloroform, Aceton und Pyridin, in Benzol und Alkohol 
in der Warme léslich, unléslich in Ather und Wasser. Die 





') Chem. Ber. Bd. 55, S. 2395 (1922). 
2) Pinner u. Fuchs, Chem. Ber. Bd. 10, 8. 1058, 1066 (1877); 
Bisschopink, ebenda, Bd. 6, 8S. 732 (1873). 
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Lésungen sind meist gelb gefarbt. Mit konz. Schwefelsiure 
gibt das Keton eine goldgelbe Farbung. 
0,1543 g Substanz gaben 0,2675 g CO,, 0,0644 g H,0. 
0,1246 ¢ ss » 5,9 cem N (19° 722 mm). 
C,,H,,0,NCl, (278,09) Ber. C 47,49°/, H 4,71°/, N 5,039, 
Gef. ,, 47,30 ,, 4,67 » 5,25 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol-5-carbonsiure 
aus 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol und Phosgen. 

1 g 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol wird in wenig Kis- 
essig gelést und unter RiickfluB etwa 3 g verdichtetes Phosgen 
(Kahlbaumpriaparat) rasch zugegeben. Die anfinglich trige 
Reaktion wird nach einigen Minuten sehr stiirmisch, wobei 
starke Erwirmung eintritt. Nach dem Erkalten scheidet sich 
ein oberflichlich gelb gefirbter Kérper ab, der aus Hisessig 
in farblosen Nadeln vom Schmelzp. 201°, aus Alkohol vom 
Schmelzp. 204° erhalten wird. Ausbeute 1 g. Schmelzpunkt 
der 2,4-Dimethy]-3-carbathoxy-pyrrol-5-carbonsiure 202°. Misch- 
schmelzp. 203°, also keine Depression. Durch Destillation der 
Estersiiure wird das bekannte 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol 


erhalten. 
0,1491 g Substanz gaben 0,3104 g CO,, 0,0838 g H,O. 
0,1494 g " » 9,3 ecem N (20°, 717 mm). 
C,.H,,0,N (211,16) Ber. C 56,87°/, H 6,16°/, N 6,63°/, 


Gef. ,, 56,79 4, 6,28  ,, 6,98 
Mol.-Gew. Ber. 211,16 
Gef. 187 (nach Beckmann), 213,6 (durch Titration). 


0,2682 g Substanz gaben in 15,955 g Eisessig 0,35° Erniedrigung. 

0,2958 g - verbrauchten 13,85 ccm n/10-Natronlauge. 

Zur Kontrolle wurde das Mol.-Gew. der Siure, auf ge- 
wohnlichem Wege dargestellt, bestimmt: 


Mol.-Gew. Ber. 211,16 Gef. 209,8 
0,2818 g Substanz verbrauchten 13,43 ccm n/10-Natronlauge. 


Siurechlorid der 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol- 
5-carbonsaure. 


0,5 g 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol werden in 5 ccm 
wasserfreiem Toluol gelést und zu der Lisung unter starker 
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re [  Kiuhlung etwa 10 ccm einer 30°/, igen Lésung von Phosgen 
in Toluol gegeben. Die Temperatur wird dann allmihlich auf 
50—60° gesteigert, wobei die Reaktion eintritt. Nach dem 
Verjagen des tiberschiissigen Phosgens wird von geringen Mengen 
entstandener Carbonsaure filtriert, und nach dem Kinengen im 
Vakuum bleibt ein urspriinglich farbloser, sich aber bald braun 
firbender Kérper, der, rasch aus Alkohol umkrystallisiert, farb- 
lose Blittchen vom Schmelzp. 192° bildet, die halogenhaltig 
' sind und sich an der Luft rasch unter Rotfirbung zersetzen, 

- [so daB eine Analyse des Kérpers unméglich ist. 


e 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-pyrazolon-3. 

0,8 g 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrroyl-5-essigsiure-athyl- 
ester?) und 0,15 g Hydrazinhydrat werden 2 Stunden auf dem 
Wasserbad erwirmt. Nach kurzer Zeit geht das Pyrrolderivat 
in Lésung, aus der sich beim Erkalten ein farbloser Kérper 
abscheidet, der, aus Kisessig umkrystallisiert, in sehr feinen, 
seidegliinzenden, farblosen Nadeln vom Schmelzp. 268° in guter 
Ausbeute erhalten wird. 

Der Korper ist in Alkohol, Aceton und Chloroform sehr 
schwer, in Kisessig und Pyridin in der Wirme loslich, in Ather, 
Benzol, Schwefelkohlenstoff und Wasser unldéslich. Er reagiert 
in der Kilte und Wirme auf Ehrlichs Reagens negativ. 

0,13882 g Substanz gaben 0,2914 g CO,, 0,0772 g H,0. 

| 0,0981g 4 , 18,9 cem N (19°, 728 mm). 

C,oH,;0;N, (249,2) Ber. C 57,82°/, H 6,07%, N 16,87°/, 
. Gef. ,, 57,52 9, 6,25 » 16,72 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrroyl-5-essigsaure- 
methylester. 

3 g trocknes 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol (1 Mol) und 
4g Cyanessigsiuremethylester (2 Mol) werden in 20 ccm ab- 
soluten Ather gelést und unter guter Kihlung 1 Stunde ein 
langsamer Strom trocknen Chlorwasserstoffs in die Lésung 
eingeleitet. Die Abscheidung des salzsauren Imins_ beginnt 





1) Chem. Ber, Bd. 55, S. 2395 (1922). 
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nach etwa 20 Minuten und wird durch mehrstiindiges Stehey 
bei 0° beendet. 


Nach dem Absaugen des Athers im Vakuum hinterbleibt 
neben gelbgefarbten Nadeln ein rotbraun gefirbtes Ol. Durch 
5 Minuten langes Erhitzen mit Wasser bei 60—65° wird der 
gesamte Riickstand in das Keton iibergefiihrt. Es bildet, aus 
Alkohol umkrystallisiert, lange, farblose, seideglinzende Nadel 
vom Schmelzp. 124°. Ausbeute 3,2 g (85°/, d. Th.) 


Das Keton ist leicht léslich in Chloroform, Aceton, Pyridin, 
in der Wirme léslich in EKisessig, Alkohol, Benzol, unléslich 
in Ather und Wasser. Reaktion auf Ehrlichs Reagens in 
der Wirme schwach positiv. 


0,1386 g Substanz gaben 0,2962 g CO,, 0,0809 g H,O. 


0,1524 g em » 7,2 cem N (18°, 721 mm). 
C,3H,,0,N (267,22). Ber. C 58,42, H 641%, N 5,24° 
Gef. ,, 58,30 », 6,58 1» d,26. 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-5-acetyl-pyrrol 
aus 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol und Cyanessigsiure. 


1 g 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrrol (1 Mol) und 1,5 g 
Cyanessigsiiure (2 Mol) werden in 7 ccm absolutem Ather gelist 
und bei Zimmertemperatur 1 Stunde ein lebhafter Strom 
trocknen Chlorwasserstoffs eingeleitet. Das Reaktionsgemisch 
wird iiber Nacht unter Chlorwasserstofigasdruck stehen gelassen, 
wobei sich das salzsaure Imin in langen, gelb gefirbten Na- 
deln abscheidet. 


Der Ather wird im Vakuum abgesaugt und das Imin mit 
Wasser auf dem Wasserbad umgekocht, wobei es unter leb- 
hafter Kohlensiureentwicklung sehr leicht in Lésung geht. ks 
scheiden sich bald reichlich Krystalle ab, die, aus Alkohol um- 
krystallisiert, in prichtigen Nadeln vom Schmelzp. 139° er- 
halten werden. Ausbeute 1 g (80°/, d. Th.). 


0,1506 g Substanz gaben 0,3493 g CO,, 0,0981 g H,0O. 

0,1640 g ‘ » 10,2 cem N (18°, 719 mm). 

C,,H,,0,N (209,20). Ber. C 63,16°/, H 7,18°%/, N 6,70°, 
Gef.° ,, 63,27 1,29 » 6,90. 
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Versuch zur Synthese von #-/’-Methylessigsaure- 
maleinsdiureanhydrid. 


Kister und Weller?) haben Hiamatinsiure, die nachst- 
héhere Homologe der obengenannten Siure synthetisch ge- 
wonnen. Es wurde hier genau entsprechend dieser Vorschrift 
gearbeitet. 

Eine eiskalte Lésung von 10 g Acetbernsteinsiureester 
mit 27 com wasserfreiem Ather wird mit 6 g feingepulvertem 
Cyankalium versetzt und hierauf die berechnete Menge Salz- 
siure innerhalb zwei bis drei Tagen unter Schiitteln und 
Kihlen zugefiigt. Die itherische Lésung wird vom aus- 
geschiedenen KCl abfiltriert, der Niederschlag mit Ather aus- 
gewaschen und aus den gesamten Filtraten der Ather ab- 
destilliert. Der dlige Rickstand wird nun mit 70 g 25°/, iger 
Salzsiure in der Kilte unter standigem Schiitteln verseift. 
Bei dieser Operation spaltet sich schon in der Kilte CO, ab 
und beim Offnen der Flasche ist aus diesem Grund stets 
starker Druck bemerkbar. Nach erfolgter Verseifung wird aus- 
geithert und der Riickstand auf dem Wasserbad eingeengt. 
Man erhilt eine dunkle, zihe Masse, die in Soda gelést, und 
mit Salzsiure angesiuert, einen weiBen Niederschlag gibt, der 
sich aus heifem Wasser umkrystallisieren laBt. Man erhilt 
rein weiBe, perlmutterglinzende Krystalle. Die Elementar- 
analyse bestitigte, daB CO,-Abspaltung eingetreten war. 

Der Kérper schmilzt bei 95—96° und erwies sich als 
identisch mit Dimethylmaleinsiureanhydrid, das W. Roser?) 
bereits dargestellt hat und das bis jetzt aus Terpentinél er- 
halten wurde. Es ist somit auch durch Synthese der Kon- 
stitutionsbeweis fiir dieses Spaltprodukt des Terpentin6ls erbracht. 


Bis-[2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl}- 
phenyl-methan. 


1 g des salzsauren Imins des 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy- 
3-benzoyl-pyrrols*) werden unter Erwirmung auf dem Wasserbad 





1) Chem. Ber. Bd. 47, 8. 532 (1914). 
*) Chem. Ber. Bd. 15, S. 1318 (1882). 
*) Chem. Ber. Bd. 55, 8. 2393 (1922). 
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in Alkohol gelést und zu der siedenden Lésung im Laufe yon 
2 Stunden 25 g frisch bereitetes Na-amalgam zugegeben. Die 
Umkochung des Imins zum Keton macht sich durch intensive 
Ammoniakentwicklung geltend. Die Reduktion muB solange 
fortgefiihrt werden, bis die Ammoniakentwicklung beendet ist. 
Nach dem Erkalten wird die schwach rosa gefirbte Loésung 
von Quecksilber und Verunreinigungen filtriert, mit Schwefel- 
siiure oder Hssigsiiure schwach angesiiuert, wobei starker Ge. 
ruch nach Benzaldehyd auftritt, mit Wasser verdiinnt und gut 
durchgeschiittelt. Nach kurzer Zeit scheiden sich farblose 
Flocken in reichlicher Menge ab, die sofort abgesaugt, auf Ton 
getrocknet und mit Alkohol extrahiert werden. Der in A\l- 
kohol unlésliche Anteil gibt keine eindeutigen Analysenwerte. 
Aus dem rosa gefirbten, alkoholischen Filtrat, werden in der 
Warme durch vorsichtigen Zusatz von Wasser farblose, sich 
an der Luft bald rétende Blattchen vom Schmelzp. 182° er- 
halten. Der von Feist’) angegebene Schmelzp. 188° konnte auch 
nach wiederholtem Umkrystallisieren nicht erreicht werden. 


Der Kérper gibt mit Ejisenchlorid intensive Rotfirbung, 
reagiert mit Ehrlichs Reagens in der Kilte positiv. Er ist 
in Alkohol, Aceton, Eisessig, Chloroform mit rosa Farbe, in 
Pyridin und Ather mit gelber Farbe leicht léslich, unldslich 
in Wasser. 

4,895 mg Substanz gaben 12,786 mg CO,, 3,075 mg H,0. 


6,6200mg _,, » 0,392 eem N (19°, 723 mm). 
C,;H3,0,N, (422,39). Ber. C 71,05°/, H 7,169, N 6,63°), 
Gef. ,, 71,26 » 1,08 6,58. 


Benzidinfarbstoff des 2,4-Dimethyl-3-carbathoxy- 
pyrrols.’) 

Diazotierung von Benzidin. 18,7 g Benzidinbase 

werden in 250 ccm kochenden Wassers mittels 24 ¢ konzen- 

trierter Salzsiure gelést. Die Lésung wird dann in 250 ccm 





1) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1683 (1902). 

*) Vgl. O. Fischer u. Hepp, Chem. Ber. Bd. 19, S. 2251 (1886) 
und Khotinsky u. Soloweitschich, Chem. Ber. Bd. 42, S. 2508 
(1909). 
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Kiswasser (125 ccm Wasser mit Eis auf 250 ccm aufgefiillt) 
eingegossen, hierauf mit weiteren 36 g konzentrierter Salzsiure 
versetzt, auf 5° abgekiihlt und dann durch Eintropfen von 
100 cem 2/n-Nitritlésung (= 13,8 g 100°/, ig) tetrazotiert. Das 
Nitrit kann so rasch einlaufen, daB man keine salpetrige Saure 
riecht. Zum Ausdiazotieren ist die beste Temperatur 7—8°. 

Darstellung des Farbstoffs. 5 g 2,4-Dimethyl-3-carb- 
iithoxy-pyrrol werden in 200 ccm Alkohol gelést, dazu 15 g 
Natriumacetat, in wenig Wasser gelést, gegeben und unter 
starker Kiihlung tropfenweise solange frisch dargestellte dia- 
zotierte Benzidinlésung zugegeben (etwa 50 ccm), als noch 
Kupplung eintritt (Nachweis mit Filtrierpapier!). Der Farb- 
stoff scheidet sich orangerot gefirbt ab. Durch dauernde Kon- 
trolle der Kupplung wird die Abscheidung von Schmieren fast 
villig vermieden. Der Farbstoff wird rasch abgesaugt, mit 
Kiswasser gut gewaschen und vorsichtig auf dem Wasserbad, 
besser auf Ton, getrocknet. Schmelzpunkt (aus Chloroform) 239°. 

Der orangerote Farbstoff zeigt griinlichen Oberflichen- 
schimmer, ist unldslich in Alkohol, Petrolither, sehr schwer 
léslich in Benzol, Aceton, Ather, Essigester, schwer in Chloro- 
form, fast unléslich in Eisessig. 

Das Umkrystallisieren aus Chloroform gelingt durch mehr- 
stiindiges Extrahieren unter Anwendung eines Soxhletaufsatzes. 
Auch der reine Farbstoff zeigt groBe Neigung sich an der 
Luft oberflichlich griinlich-schwarz bis schwarz zu firben. 
Vollig trocken aufbewahrt, bebalt er jedoch die rote Farbe. 
In konzentrierter Schwefelsiure ist der Farbstoff mit intensiv 
violetter Farbe léslich. Von konzentrierter Salpetersiure wird 
er beim Erwairmen gelést. In verdiinnten Séiuren und Alkalien 
ist er unléslich. 

0,1652 g Substanz gaben 0,4009 g CO,, 0,0894 g H,0O. 

0,1828 ¢ - » 25,7 eem N (22°, 720 mm). 

CyoH:0,N, (540,4). Ber. C 66,66°/, H 5,92%, N 15,55°, 
Gef. ,, 66,21 » 6,06 y 15,41. 


Benzidinfarbstoff des 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrols. 
2 g 2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrrol werden in 100 ccm Alkohol 
gelést, dazu 6 g Na-acetat in mdglichst wenig Wasser gelist, 


ay 
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gegeben und unter guter Kihlung tropfenweise solange frisch 
dargestellte diazotierte Benzidinlésung (etwa 25 ccm) zugegeben, 
als noch Kupplung (Nachweis mit Filtrierpapier) eintritt. Der 
hellorange gefairbte Farbstoff wird rasch abgesaugt, mit Kis. 
wasser gut gewaschen und bei 100° getrocknet. Hoéhere Tem- 
peratur sowie feuchte Luft bewirkt Zersetzung unter Griin- 
farbung. Schmelzpunkt (aus Chloroform) 298°. 

Higenschaften und Léslichkeitsverhaltnisse sind dieselben 
wie die des aus 2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrols erhaltenen 
Farbstoffes. 


0,1453 g Substanz gaben 0,3718 g CO,, 0,0766 g H,0. 


0,1215 g - » 19,5 cem N (22°, 719 mm). 
C.,H,,0,N, (480,4). Ber, C 70,00, H 5,838°/, N 17,50° 
Gef. ,, 69,81 »» 9,89 is 31,57. 


2,4-Dimethyl-3-carbathoxy-pyrryl-tetramethyl -p-di- 
aminodiphenyl-methan. 


2,1 g Tetramethyl-p-diamino-benzhydrol (1 Mol)!) und 1,3 ¢ 
2,4-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol (1 Mol) werden innig mit- 
einander verrieben und auf dem Wasserbad zum Schmelzen 
gebracht. Zu der intensiv blau gefirbten Schmelze wird etwas 
fein pulverisiertes Kaliumbisulfat gegeben und 2—3 Stunden 
auf siedendem Wasserbad erhitzt. Dabei scheiden sich ober- 
flichlich violett gefarbte, dicke Krystallklumpen ab, welche 
nach dem Verreiben mit Wasser gut durchgeschiittelt werden. 
Aus Alkohol umkrystallisiert, erscheint das Kondensations- 
produkt in fast theoretischer Ausbeute in farblosen, feinen 
Blattchen vom Schmelzp. 176°, die sich nach langerem Stehen 
in der Luft blau farben. 

Der Korper lést sich leicht in Chloroform, EHisessig, Benzo), 
Aceton und Pyridin, schwer in Alkohol und Ather. In Petrol- 
ther ist er unldslich. Die Lésung in Eisessig ist in der Kilte 
rosa, in der Wirme intensiv blau gefirbt. Mit konzentrierter 
Salzsiiure tritt Gelbfirbung, beim Verdiinnen Umschlag nach 
Blau ein. In Alkalien ist der Kérper unlislich. Die Liésung 


') Chem. Ber. Bd. 22, S. 1879 (1889). 
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sch ie , ae | 

m in Kisessig zeigt starke Absorption im Rot und an der Grenze 3 

Jo. [ 2Wischen griin und blau. i 

0,1121 g Substanz gaben 0,3054 g CO,, 0,0832 ¢ H,0. ns 
q 0,1638 g “ 5 14,9 cem N (18°, 722 mm). 

a CogH,0,N, (419,42). Ber. © 74,42%, H 7,93°/, N 10,02%, 

n- § Gef. _,, 74,32 , 8,19 » 10,14. 

en 2 .5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrryl-diphenylmethan.}) A 

en § 1 g 2,5-Dimethyl-3-carbithoxy-pyrrol (Hantzschs Pyrrol), 


1,25 ¢ Benzhydrol und 15 ccm Hisessig werden unter Rickflub 
| Stunde erhitzt. Nach Impfen fallt man unter Eiskihlung vor- 
sichtig mit Wasser. Die Fallung wird mit 20°/,iger Kssig- F 
giure gewaschen und mehrfach aus Alkohol umkrystallisiert 
Schmelzp. 142°. 

0,1028 g Substanz gaben 4,0 eem N (17°, 726 mm). 

y C.,H,,NO,. Ber. N 4,20°, 

Gef. ,, 4,87. 


Rae She ea ech 
" 


g Konzentrierte Schwefelsiure erzeugt sofort intensive Gelb- | " 
t  rotfirbung, auf Zusatz von Wasser ensteht ein weifer Nieder- tea 
1 schlag. oe 
18 


2,4-Dimethyl-3-acetyl-pyrryl-diphenylmethan.’) 
Ks werden in gleicher Weise wie oben 2 g 2,4-Dimethyl- 





; 3-acetyl-pyrrol und 2 g Benzhydrol in 15 ccm Eisessig 1 Stunde 
‘ gekocht. Nach dreimaligem Umkrystallisieren aus Alkohol 
4 Schmelzp. 165° 
D 0,1100 g Substanz gaben 4,7 com N (17°, 728 mm). 
; C,,H,,NO. Ber. N 4,62°/, 
Gef. ,, 4,78. 

Verhalten gegen konzentrierte Schwefelsiiure wie oben. 
- ; ') Dieser Versuch wurde yon Herrn Wei8 ausgefiihrt. 
e . 
‘ 
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Eine Mikromethode zur Bestimmung von Gesamt-P,0,; im 
Blut und Stuhl. 
Von 


Werner Grote. 


(Aus der If, med. Universitaétsklinik Minchen. Dir. Prof. FP, Miller.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. April 1922.) 


Im Verlauf von Arbeiten iiber den Phosphorhausbalt') 
beniitzten wir zur Bestimmung von P,O, im Blut die Preg]- 
sche Mikromethode.*) Da es sich hier um_ gravimetrische 
Messungen handelt, die bei Mangel an guten analytischen 
Wagen selbstverstiindlich nicht die genauesten Resultate liefern, 
und infolgedessen die Fehlergrenzen zu weit stecken, so glaube 
ich hier eine einfache titrimetrische Methode mitteilen zu 
kénnen, die den Vorzug hat, sich mit den in Stoffwechsel- 
laboratorien iiblichen Apparaten und Loésungen zu begniigen. 
Bei P-Bestimmungen im Stuhl kommt dazu, da8 man bei Ver- 


aschung mit Schwefelsiure Ca als unldsliches CaSO, mit auf 


den Preglschen Trichter bekommt, wiihrend man diesen Fehler 
nach folgender Methode vermeidet. 

Von der Preglschen Fallungsmethode ausgehend, die die 
vorhandenen P-Ionen als Phosphorammoniummolybdat(NH,),PO, 
+ 12Mo0, + 12H,O bindet, bestimmte ich in diesem Molekiil 
den Stickstoff und berechnete daraus P,O,. Der Gang der 
Analyse ist kurz folgender: 

Die Reagenzien zur Fiillung gebe ich nach Pregl wieder. 
I. 50 g Ammoniumsulfat in 500 ccm Salpetersiiure (spez. 
Gew. 1,36) gelést. 





') Heyer und Grote: Studien zum Phosphorsiurestoffwechsel unter 
besonderer Beriicksichtigung der prychischen Einfliisse. (Schweiz. med. 
Wochenschr. 1923.) 

*) Die quantitative org. Mikromethode von Preg| (Springer Berlin 1923). 
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I]. 150 g Ammoniummolybdat in 500 ccm Aqua dest. 
jésen. Abkithlen lassen, unter Umrihren I in II gieBen, 
24 Stunden stehen lassen, filtrieren und dunkel aufbewahren. 

III. Salpetersiure (spez. Gew. 1,17—1,21). 

1 ccm Blut oder Blutserum werden in einen Kjeldahl- 
kolben pipettiert bzw.0,02 g Kot, mit 2ccm Schwefelsiiure verascht, 
abgekiihlt, mit 1 ccm Salpetersiiure versetzt und 10 Minuten 
erhitzt. Der Zusatz von Salpetersiiure hat den Zweck, das Ver- 
aschen zu beschleunigen. Darauf abgekiihlt und 2—3 mal wieder 
mit '/, cem Salpetersiiure erhitzt. Nach Abkiihlen wird mit 
12 ccm Salpetersiiure (spez. Gew. 1,19—1,21) bis zum Sieden 
erhitzt, mit 15 ccm Molybdatlésung versetzt und 1 Stunde 
stehen gelassen. Von dem entstandenen Niederschlag wird 
sorgfiltig abdekantiert auf ein quantitatives Filter (Durch- 
messer 9 ccm), der Niederschlag und das Filter sorgfaltig mit 
kaltem dest. Wasser ausgewaschen bis zum Aufhéren der 
saueren Reaktion, dann wird das Filter samt etwa darauf be- 
findlichen Niederschlag in den Kjeldahlkolben getan und auf 
die tibliche Weise der Stickstoff bestimmt. Vorgelegt werden 
10 ccm einer n/70,2-HCl, je 1 ccm dieser HCl entsprechen 
0,0002: g Stickstoff. (n/70,2-Siure und Lauge wird zweck- 
maBigerweise bei N-Mikrobestimmungen immer benutzt, da bei 
einer Anwendung von 0,2 ccm Urin z. B. die Zahl der ver- 
brauchten HCl direkt die Stickstoffzahl ergibt.) Einer ein- 
fachen Berechnung nach wiirde 1 ccm verbrauchter HCl also 
0,000337 g P,O, oder 0,000147 g P entsprechen. 

Ks hat sich nun gezeigt, daB man zuviel N findet, infolge- 
dessen zu hohe P-Werte; diese Differenz bleibt aber prozentual 
genau konstant, hat also auf die Genauigkeit der Bestimmung 
keinen EinfluB. Die Angaben iiber den Gehalt des Phosphor- 
ammoniummolybdatmolekiils an MoO, und H,O schwanken 
sehr stark, und den Gehalt an Stickstoff fand ich hoher, als 
vorliegender Formel entsprechen wiirde. 


Analysen: 


1. Ks wurde nach Pregl der Gehalt einer Na,HPO,- 


Lisung bestimmt. In 1 cem dieser Lisung wurde gefunden: 
i7* 


aS 
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Gewicht des Trichters. Substanz 1,3165 g 1,4850 ¢ 
am ” 20 ieee 
e 0,0157 g 0,0157 g 


Berechnung auf P,O, = 0,000585 ¢. 

2. Mit einer eingestellten Uranylacetatlésung (Indicator 
Cochenille), bei der 1 ccm verbrauchter Lésung = 5 mg P,0, 
entspricht, wurde 50 ccm der gleichen Na, HPO,-Lésung titriert. 

Verbraucht 

5,38 eem Uranylacetat x 5 = 0,0265 g P,O, in 50 com = 0,00058 » 
in 1 cem. 

3. Der Niederschlag von 1. wurde nun im Kjeldahlkolben 
zersetzt. 

10 ecm n/70,2-HCl vorgelegt 
71,45, _» _-NaQH titriert 
2,55 eem n/70,2-HCl verbraucht = 0,000837 x 2,55 — 0,00086 g P,O.. 

Ks wurde nun die doppelte Menge Substanz genommen 
und dabei gefunden, daB der gefundene Wert des N prozentual 
genau gleich auf 0,00172 stieg. Ebenso bei der dreifachen 
Menge. 

4. 2 ccm Lésung wurden gefillt und zersetzt. 

10 cem n/70,2-HCl vorgelegt 
49 » _»_-NaOH titriert 
5,1 ecm n/70,2-HCl verbraucht = 5,1 x 0,000337 = 0,00172 g P,O,. 

Ks kann sich also nicht um Verunreinigungen handeln, 
sondern der zuviel gefundene Wert ist konstant. 

Ks 1aBt sich daraus berechnen, daB 1! cem ver- 
brauchter HCl also nicht 0,000337 g P,O, entspricht, 
wie es der Berechnung nach sein miiBte, sondern 

0,00021 g P,O, oder 0,000091 g P. 
Die Resultate der Analysen 3 und 4 waren also korrigiert. 





3. 2,55 x 0,00021 = 0,00053 g P,O, 
4. 5,1 x 0,00021 = 0,00107 g P.O, 
Mit dieser Korrektur ist eine Genauigkeit zu erzielen, 
die der Preglschen Mikromethode nicht nachsteht. 
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Milchsiuregarung der Glucose durch Peptone. 
Fine experimentelle Prifung der Ergebnisse von G. Schlatter. 


Von 


Chr. Barthel und H. v. Euler. 


Aus der baktericlogischen Abteilung der Zentralanstalt fiir Jandwirtschaftliches Versuchs- 
wesen und dem chemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am °. April 1923.) 


Die Versuche G. Schlatters), welche wir einer ein- 
vehenden experimentellen Priifung unterworfen haben, bilden 
eine ,,fortsetzung der vor Jahresfrist von Emil Baur und 
K. Herzfeld’) mitgeteilten Versuche, die als ,Girung ohne 
Hefe’ bezeichnet worden waren. Es wurde von den Autoren 
sezeigt, daB in Zucker-Peptonlésungen unter gewissen Be- 
dingungen cine Girung des Zuckers einsetzt.“ 

Schlatters und ebenso Emil Baurs und Herzfelds 
Krgebnisse wiiren, wenn sie sich bestiitigten, offenbar von weit- 
tragender Bedeutung, nicht nur fiir die Garungschemie und 
Knzymchemie iiberhaupt, sondern fiir die gesamte Mikro- 
biologie. 

»Geleitet von der Voraussetzung,““ — schreiben Baur und Herz- 
feld, — ,,daB ein Ferment analytisch aus bekannten Bestandteilen be- 
stehe und daB seine eigentiimlichen Wirkungen mehr einer bestimmten 
Misehung, einem bestimmten Zustande (Kolloiditet) und vielleicht einer 
bestimmten zeitlichen Verinderlichkeit (Selbstabbau) verdanke, schien 
es... nicht ausgeschlossen, dal’ der Versuch gelingen kénnte, ein 
Ferment mit den Eigenschaften der Zymase kiinstlich zu bereiten. 

Soweit sich vorliufig iibersehen laBt, ist uns dieser Versuch wirklich 
gegliickt, und wir wollen dariiber nachfolgend berichten.“ 





') Schlatter, Biochem. Zs. Bd. 131, 8. 362 (1922). 
*) Baur u. Herzfeld, Biochem. Zs. Bd. 117, 8S, 96 (1921). 
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Nach K. Baur steht in dieser Hinsicht die Zymase keines. 
wegs vereinzelt da. Bei der Besprechung der Arbeit von 
Herzfeld iiber proteolytische Enzyme schreibt er’): 


» Ver Schleier, hinter dem sich bisher die Natur der Fermente 
verbarg, ist geliiftet. Es stellt sich heraus, daS Fermente ganz ge- 
wohnliche und zudem wohlbekannte Stoffe sind, deren fein abgestimmte 
Wirkungen mehr auf Mischungen und auf zusitzlichen Bedingungen 
beruht, als auf einem geheimnisvollen chemischen Aufbau.“ 


Nicht weniger positiv sprechen sich Baur und Herzfeld 
in ihrer schon erwahnten Arbeit (S. 97) aus: 


,Die Entwickelung der Wissenschaft in dieser Richtung mubte 
nachhaltig geférdert werden, als E. Herzfeld 1915 den einwandfreien 
Nachweis erbrachte, da8 die proteolytischen Fermente (Pepsin, Trypsin usw.) 
Gemische von Aminosiuren und Polypeptiden sind und in ihrer Wirkung 
durch synthetisch bereitete Gemische dieser Art ersetzt werden kénnen." 


Diese weitgehenden und mit erstaunlicher Sicherheit aus- 
gesprochenen Satze sind auch nicht ohne EinfluB’ auf andere 
Autoren geblieben. So auBert sich Fodor’): 

»Auch stellen sie (die Endofermente) nicht protoplasmafremide, 
etwa fiir das Protoplasma eingebettete (sekundire) Bestandteile vor, 
sondern die uns vertrauten protoplasmatischen Stoffe selber . . .“‘ 

Auch Ehrenberg*) will wieder auf die alten, schon vou 
Liebig gehegten Vorstellungen zuriickgehen. 

,Allerneustens scheint diese alte Denkweise wieder niher zu riicken, 
wenigstens erheben sich Stimmen, welche die Stoffuatur der Fermente 
in Zweifel ziehen (z. B. Baur und Herzfeld, Biochem. Zs. Bd. 117, 
S. 96). ,,Dieser Zweifel mub an Berechtigung gewinnen, wenn man 
sich den unbefriedigenden Zustand klar macht, dab in der herrschenden 
Theorie der Enzyme zwischen den beiden Hauptcharakteristiken - 
der enzymatischen Wirkung und der Thermolabilitaét — keine Briicke 
besteht.“ 

Wie Willstatter*) in seinem zusammenfassenden Vortrag 


1) E. Baur in R. Meyers Jahrbuch der Chemie 25. Jahrg., 8. 384 
(1915); E. Herzfeld, Biochem. Zs. Bd. 64, S. 1083—105 (1914); Bd. 68, 
S. 402 (1915); Herzfeld u. Klinger Bd. 88, 8. 260 (1918). 

*) A. Fodor, Das Fermentproblem. Dresden 1922, S. 267. 

*) Ehrenberg, Biochem. Zs. Bd. 128, S. 431 (1922). 

*) Willstaétter, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 3601 (1922); Fodor, Diese Zs. 
Bd. 124, S. 278 (1928). 
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treffend bemerkt, zielen Herzfelds, Baurs und Ehrenbergs 






























S- 
oT synthetische Experimente gewissermaBen auf die Urzeugungen 

von Fermenten hin. te 
t Ferner sind hier noch die Arbeiten Biedermanns zu : 
e- erwiihnen. Dieser Autor schreibt in einer seiner letzten Ver- 
te [fF  ffentlichungen'): 


;,Dann bleibt aber keine andere Méglichkeit der Er- 
klirung als die Annahme, daB die ,Autolyse’ (der Starke) 
(| ' nichts anderes ist, alseine durch die lonen gewisser Salze im 
Verein mit Sauerstoff direkt bewirkte langsame Hydrolyse.“ 


SchlieBlich teilte neuerdings auch Hugo Haehn’) die 


n £  Beobachtung mit, daB man mit Hilfe von Neutralsalzen F 
allein schon, also ohne organische Komponente, den | 


3 Abbau der Stirke bis zum Zucker bewerkstelligen 
kénnte. Dieselbe entspricht der Angabe von Biedermann, 
daB Speichelamylase-Asche ailein schon Stirke abzubauen | 
vermag. oN 


Je entschiedener die moderne Enzymchemie mit pri- ist 
parativen und physikalisch-chemischen Methoden bis zur af 


Kenntnis der Knzymmolekiile vorzudringen versucht, um so 
wichtiger wird natiirlich die Priifung derjenigen Ergebnisse, 
welche, wie z. B. diejenigen von Baur und Schlatter, von so a 
ganz anderen Voraussetzungen ausgehen. Abgesehen davon ist 
die Art der Enzymbildung fiir die Charakterisierung der Mikro- 
organismen durch bestimmte enzymatische Wirkungen von 


1 [  wesentlicher Bedeutung fiir die Mikrobiologie. Je gréBer der 
1 §  KinfluB von Ergebnissen wie diejenigen Baurs und Schlatters 


auf die Biologie wire, um so héher miissen die Anspriiche an 
die Zuverlissigkeit der experimentellen Grundlagen gestellt 
werden, bevor aus den Ergebnissen weitergehende Schliisse ge- 
zogen werden diirfen. 
Wir haben uns deshalb der Aufgabe unterzogen, die 
'  Versuche von Schlatter einer méglichst griindlichen bakterio- 
_ logischen und chemisch-analytischen Priifung zu unterwerfen, 
und berichten im folgenden iiber die Versuche. 





') Biedermann, Biochem. Zs. Bd. 135, S. 288 (1923). 
*) Haehn, Biochem. Zs. Bd. 135, 5, 587 (1923). 
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Zur Kritik der Schlatterschen Versuche. 

Beim Lesen der Schlatterschen Mitteilung treten fiir 
den bakteriologisch Geschulten sofort mehrere Umstiande heryo;, 
welche zu einer kritischen Priifung derjenigen Grundlagey 
herausfordern, auf welchen seine Arbeit beruht. 

So schreibt Schlatter auf Seite 368 bei der Beschreibung 
seiner Arbeitsmethoden: 

Vie Lésungen werden demgemaB folgendermagen lher- 
gestellt: Zucker und Pepton werden in der Reibschale zusammen- 
gerieben, hierauf wird 1/, der Wassermenge langsam unter 
Rithren zugegeben. Nach volliger Lésung wird 20 Minuten 
auf dem siedenden Wasserbad sterilisiert, dann rasch filtriert 
und die restlichen ?/, Volumen Wasser, worin vorgingig das 
Bicarbonat gelést wurde, zugefiigt, umgeschiittelt und die Lé- 
sung in das Nitrometer eingefiillt.“ 

Aseptische VorsichtsmaBregeln werden hier also iiber- 
haupt nicht erwahnt; zwar wird die Zucker-Peptonlésung durch 
20 Minuten langes Erhitzen auf dem kochenden Wasserba( 
,,Sterilisiert“, aber die hierauf zugesetzte Bicarbonatlésung wird 
nicht sterilisiert (was ja im itbrigen auch ohne Zersetzung des 
Salzes nicht geschehen kann) und es wird auch keine voraus- 
gegangene Sterilisierung, sei es des Filters oder der Kolben, 
erwaibnt, in welche die Lésung spiter iibergefiihrt wird. Hier 
ergeben sich also reichlich Gelegenheiten zur Infektion, ganz 
abgesehen davon, daB die 20 Minuten lange Erhitzung der 
Zucker-Peptonlésung auf dem kochenden Wasserbade nicht hin- 
reicht, um eventuell anwesende Sporen zu téten, eine ‘l'atsache, 
auf welche der Verfasser selbst hinweist. Der ganze Gedanken- 
gang des Verfassers ist offenbar der, daB man bei der von 
ihm angewandten Arbeitsweise die Gefahr der Infektion bis 
auf einen unbedeutenden Rest herabsetzt, so daB die Garung, 
welche sich spiter einstellt, anderen Ursachen zugeschrieben 
werden mub, als Mikroorganismen. Diese Auffassung der 
Verhaltnisse ist offenbar, gelinde ausgedriickt, optimistisch, wie 
wir auch im folgenden sehen werden. 

Auch die bakteriologische Kontrolle, welche Schlatter 
durch andere, bakteriologisch geschulte Hilfskrafte hat aus- 
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fihren lassen, erscheint recht oberflichlich. Nachdem betont 
' wird, daB verschiedene Mittel zur Erreichung der Sterilitit, ie 
:, [wie zB. Anwendung von antiseptischen Mitteln (Chloroform a, 
n oder Toluol), fraktionierte Sterilisierung usw. hier nicht an- 

wendbar sind, da sie die kolloiden Kigenschaften des Peptons 
« [> in einer nach Schlatters Meinung fiir den normalen Girungs- 

verlauf ungiinstigen Richtung veriindern, sagt der Verfasser: y 
. ' Somit waren wir darauf angewiesen, den Beweis, dai Bak- ¥ 
. [ terien an dem Zustandekommen der Zuckerspaltung keinen | 
+ —  irgendwie fihlbaren Anteil haben kénnen, indirekt zu fihren. 
» Zunachst leB sich durch Kulturen, die mit der vergorenen 
t [EF  Pepton-Zuckerlésung angesetzt wurden, nachweisen, daB kein ; 
s notorischer Milchsiurebildner anwesend war.') Vor- i 
- £  handen ist nur der Bacillus subtilis. DaB dieser keine Siurung 

} in dem beobachteten AusmaBe hervorbringen kann, soll der x 
| folgende Versuch dartun... .“ ‘f 
| Indessen gibt Schlatter (S. 380) selbst zu, daBb die bak- 
| &  teriologische Seite der Angelegenheit eine weitere Untersuchung 
| verdient, jedoch nach seiner Meinung nur, um endgiiltig jeden : i: 
; £ Zweifel an der Méglichkeit, da& Bakterien beim entscheidenden 4 
. ff Versuch irgendeine bedeutendere Rolle spielen, endgiiltig zu 
'  zerstreuen.?) 





he 


: Unsere Versuehsanordnung. 
1. Material. 


Schlatter hat bei seinen Girungsversuchen die ,, Wirkung” 
des Peptons Witte mit der des Peptons Siegfried verglichen 
und festgestellt, ,dai das zweite dem ersten weit iiberlegen 
ist. In der Tat bekommt man mit Lésungen, die 1°/, Bi- 
carbonat, 1°/, Zucker und 1°), Pepton Witte enthalten, erst 


') Von uns kursiviert. 
*) Wenn Herr Schlatter sagt: ,,Das wichtigste Beweismittel gegen 
den Verdacht einer Bakterienwirkung ist aber die Gesamtheit der in 
den vorangehenden Abschnitten geschilderten quantitativen Abhangig- 
keiten“, so miissen wir gestehen, da es uns nicht gelungen ist, in 
Herrn Schlatters Arbeit cinen solechen Beweis zu finden, 
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nach mehreren Tagen eine Gasentwickelung, die mit einer ge. 
wissen Unsicherheit behaftet ist, weil inzwischen faulige Zer- 
setzungen eingetreten sein kénnen.“ 


Bei der Untersuchung einer Anzahl verschiedener Peptone 
hinsichtlich ihrer Garkraft fand Schlatter, daB es zwei Kate- 
gorien gibt, eine ,,unwirksame“ und _,,wirksame“. 

Unwirksam sind: Pepton Witte, Pepton Roche, Pepton 
Merck sine sale. 

Wirksam sind: Pepton Siegfried, Pepton Merck e carne, 
Pepton Merck ex albumine. 

Zu unseren Untersuchungen haben wir iiberwiegend das 
von Schlatter als besonders wirksam bezeichnete Pepton 
Siegfried angewandt, und zwar ein Originalpriparat der 
Akt. Ges. vormals B. Siegfried, Sofingen in der Schweiz, 
welches uns von dieser Fabrik in dankenswerter Weise zur 
Verfiigung gestellt wurde. Nur einzelne Kontrollversuche, bei 
denen dies besonders angegeben ist, sind mit Pepton Merck 
e carne angestellt worden. 

Unsere Glucose war der reinste ‘Traubenzucker yon 
KE. Merck, Darmstadt. Als Natriumbicarbonat haben wir ein 
reines Laboratoriumspraparat verwendet, das von der Firma 
Vitrum, Stockholm, bezogen war. 


2. Bakteriologische Versuchsmethodik. 


Bei unseren Kontrollversuchen haben wir nicht nur alle 
zu den Géarungen angewandten Reagenzien und Loésungen 
wahrend der verschiedenen Girungsstadien untersucht, sondern 
auch den KinfluB studiert, welchen eine genaue Beobachtung 


der aseptischen VorsichtsmaBregeln auf den Giarungsverlau! 


haben kann. Der allgemeine Plan fiir die bakteriologischen 
Analysen war hinsichtlich der Methodik folgender: 


Von aseptisch entnommenen Proben, welche, wenn erforder- 
lich, in einer gewissen Menge sterilen Wassers aufgelést oder 
init einer solchen verdiinnt wurden, haben wir geeignete Mengen 
verwendet zu 
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4 Rohren mit steriler Bouillon, verwahrt im Thermostaten bei 37° 
i s »  Milch, as te B 37° 
4 ” ” ” ” rp) ” 29 ” 43° 
9 Smithschen Garungsréhren mit Glucosebouillon, ver- 
wabrt im Thermostaten. . . . . . .. . «yy 37° 
{ Petrischalen mit gewohnlicher Fleischextrakt-Peptongelatine, 
verwahrt bei gewéhnlicher ‘lemperatur. 
4 Petrischalen mit Lactosegelatine, verwahrt bei gewéhnlicher 
‘Temperatur. 
4 Petrischalen mit Ileischextrakt-Peptonagar, verwahrt bei 37” 
4 Burriréhren mit Glucose - Fleischextrakt-Peptonagar, 
WE kk ee ee ee 


oOo7no 
9» ot 


Die Versuche mit den Milchréhren bei 43° wurden an- 
cestellt, um, wenn modglich, thermophile Lactokokken und _ be- 
sonders Lactobacillen nachzuweisen, wiihrend die Burriréhren 
zum Nachweis von eventuell vorkommenden Anaecroben dienten 

Von jeder Probe wurden somit im ganzen 30 verschiedene 
Kulturen dargestellt. Auf diese Weise diirfte man einen még- 
lichst vielseitigen Uberblick iiber die anwesende Bakterienflora 
erhalten haben. 


3. Chemisch-analytische Methodik. 


An allen untersuchten Loésungen wurde einerseits etwa 
eintretende Kohlensiureentwickelung volumetrisch bestimmt, 
indem die aus 50 ccm-Kolben entwickelte CO,-Menge in Queck- 
silberbiiretten quantitativ aufgesammelt und bei Atmospharen- 
druck gemessen wurde: gleichzeitig wurde in je 2 Parallel- 
kolben 

1. die Abnahme des Zuckers nach der Methode von 
Bertrand verfolgt, 

2. die Milchsiure bestimmt. 

Die Methoden zur quantitativen Mrmuittelung der Milch- 
siiure in verdiinnten Lésungen sind bekanutlich wenig befriedi- 
send. Am genauesten, wenn auch zeitraubend, ist die Ausathe- 
rung der konzentrierten Proben nach Vorschriften von Pinnow’), 





') J. Pinnow, Zs. f. analyt. Chemie Bd. 54, 5, 321 (1915). 
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wie sie z B. in Embdens Laboratorium zur Anwendung 
kommt. 

Im allgemeinen haben wir nach der Methode von Més- 
linger’), modifiziert von Baragiola und Schuppli, gearbeitet, 
und zwar deswegen, weil G. Schlatter sich dieses Verfahrens 
bedient hat, und wir haben uns auch bei der Ausfiithrung an 
die Angaben Schlatters gehalten. 

Die mit BaCl, versetzte Loésung wird kochend init gesattigter 
Barytlésung neutralisiert und dann auf etwa 15 cem ein. 
gedunstet. Wenn erforderlich, wird die neutrale Reaktion mit 
etwas Baryt wiederhergestellt. Die Fliissigkeit wird nun 
mit 96°/,igem Alkohol versetzt, in einen MeBkolben iiber- 
gefiihrt und mit Alkohol auf 100 ccm verdiinnt. Nach einigen 
Stunden wird filtriert. 80 ccm des Filtrates (oder eine andere 
abgemessene Menge) wird eingedunstet, getrocknet und gegliiht. 
Das dabei aus dem Bariumlactat gebildete Bariumcarbonat 
wird in 20 com verdiinnter Salzsiure autgenommen. Hieraut 
wird mit 0,1253 n-NaOH zuriicktitriert. Die Titrationsdifferenz 
riihrt von der Milchsiure her. 

1 com n-NaQH ist = 0,09 g Milchsaure. 


Herrn Assistenten Fil. Lic. K. Myrback wollen wir fiir 
seine wertvolle Unterstiitzung bei den chemisch-analytischen 
und Herrn Assistenten EK, Sandberg fiir seine Mitwirkung 
bei den bakteriologischen Versuchen bestens danken. 


Was die chemische Priifung und Charakterisierung des 
Peptons betrifft, so stimmen beziiglich des Peptons Siegfried 
unsere Ergebnisse gut mit denen Schlatters iiberein, was fiir 
die Kinheitlichkeit und Konstanz dieses Materials spricht. 
Der Aschegehalt betrug 5,85°/, (5,79°/, nach Schlatter), 
P,O, = 1,60°/, (1,75°/,), der Gesamtstickstoff (nach Mikro-Kjel- 
dahl) im Mittel 10,8°/,. Den Aminostickstoff haben wir nach 
van Slykes Methode bestimmt; wir fanden 1,07°/,. 


ee ee ee ee 


') H. Pringsheim in Abderhaldens Handbuch der biochem. 
Arbeitsmethoden Bd. 2, 8, 80 (1910). 
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4. Bakteriologische Priifung der Reagenzien. 


Pepton Siegfried: Die 100 g Pepton enthaltende Ori- 
sinalflasche wurde unter Kinhaltung aller aseptischen Vorsichts- 
maBregeln gedfinet und Proben wurden, ebenfalls aseptisch, 
abgewogen fiir die verschiedenartigen Kulturen, welche dazu 
bestimmt waren, einen qualitativen und quantitativen Uberblick 
itber die Mikroflora des Priparates zu geben. Dabei wurden 
mehrere Portionen von je 1g abgewogen und in je 10 ccm 
sterilem Wasser gelést. Hieraus wurde dann 1 cem zu jeder 
Kultur entnommen, auBer zu den Milchréhren, zu welchen 0,1 ¢ 
in Substanz verwendet wurde. 

Nach 6 Tagen wurde simtliche Kulturen untersucht. 


Bouillonréhre 37°: Von den vier Réhren sind drei unverindert, 
wiihrend die vierte getriibt ist mit Spur eines Hiiutchens Die getriibte 
Roéhre enthilt grampositive Kokken, welche in sterile Milch iibergeimpft, 
diese fest und homogen nach 6 Tagen bei 37° koagulieren. Siuregrad 
(Thérner) = 52. 

Milchrébhre 87°: 1 Réhre ist unverindert. 1 Réhre zeigt Pilz- 
vegetation und starke Peptonisierung. Die zwei iibrigen Réhren sind 
fest und homogen koaguliert und zeigen mikroskopisch grampositive 
Diplokokken und isolierte Kokken. 

Milchréhre 43°: Simtliche Réhren unveriindert. 

Girungsréhre 37°: 1 Rohre unverindert, die zweite Réhre zeigt 
Pilzvegetation auf der Oberfliche. Keine Triibung, keine Gasbildung. 

Gelatineplatten: Im Durchsehnitt drei Pilzkolonien auf jeder 
Platte. Keine Bakterienkolonien. 

Lactosegelatineplatten: Etwa 3 Pilzkolonien auf jeder Platte 
Auf zwei der Platten auBerdem kleine, recht unregelméBig geformte Ko- 
lonien enthaltend, Zo pfii- oder vulgareihnlicheStibchen. Auch die Form 
der Kolonien erinnert an diese Arten. Anzahl etwa 5 pro Platte. 

Agarplatten 37°: Nur ein paar Pilzkolonien auf jeder Platte. 

Burriréhren 387°: Drei der Roéhren sind steril, auch auf der 
Oberfliche. Die vierte enthilt nur eine Kolonie groBer grampositiver 
Stiibchen. 

Kine niihere Untersuchung der in den Boullion- und 
Milchréhren bei 37° gefundenen milchkoagulierenden Kokken 
zeigte, daB diese zur Gruppe Tetracoccus nach Orla-Jensens}) 





1) §. Orla-Jensen: The Lactic Acid Bacteria, Mémoires de 
Académie Royale des Sciences et des Lettres de Danemark, Copen- 
hague. Section des Sciences, 8™* série, t. V. No. 2 (1919). 
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Systematik zu rechnen sind. Dieselben gehéren somit zu den 
Milchsiurebakterien, indessen geht ja aus der bakteriologischen 
Analyse im iibrigen hervor, daB sie in diesem Peptonpriparat 
iuBerst sparsam vorkommen miissen, wie ja auch das Priiparat 
sich im itibrigen so gut wie steril erwiesen hat. 

Kine abnliche Untersuchung eines anderen von Schlatter 
angewandten Peptonpriiparates, niimlich ,,Pepton e Carne“ von 
Ki. Merck, Darmstadt, auf welche wir hier nicht naher ein- 
gehen werden, da es durchweg iibereinstimmende Resultate mit 
,Pepton Siegfried“ zeigte, ergab ebenfalls die Anwesenheit 
einzelner Tetracocci, im iibrigen aber nur seltene Bakterien 
Stiibchen eines thermophilen Mesentericus-'l'ypus). 

Glucose: Die gleiche Untersuchungsmethodik wie oben. 
Die Kulturen wurden nach 4 Tagen untersucht. 

Bouillonréhre 387°: 1 Réhre unveriindert. 3 Réhren triibe, mit 
Bodensatz. Enthalten gramnegative, gré8ere und kleinere Stabe. 

Milchréhre 37°: 2 Réhren unveriindert. Zwei sind fest und 
homogen koaguliert. Die eine mit zylindrischer Kontraktion des Caseins. 
Mikroskopisch findet man grampositive Kokken und Diplokokken. Siiure- 
grad = 40. 

Milchréhre 43°: 8 Réhren unverindeit. 1 Réhre ist fest und 
homogen koaguliert. Mikroskopisch = Milchréhre 37°. Giirung. 

Giirungsréhre 37°: Keine Gasbildung. Keine Triibung. 

Gelatineplatten: Steril noch nach 8 Tagen. 

Lactosegelatineplatten: Steril noch nach 8 Tagen. 

Agarplatten 87°: Steril. 

surrirdhren 37°: Alle steril, auBer an der Oberfliiche. 

Auch hier zeigte eine nahere Untersuchung, daB die milch- 
koagulierenden Kokken der Gruppe Tetracoccus angehirten. 

Die Untersuchung zeigte also, daB die von uns angewandte 
Glucose so gut wie steril war. 

Bicarbonat: Hier ist es natiirlich wegen der starken 
Alkalinitaét, welchen ein gréBerer Salzzusatz in den verschie- 
denen Substraten verursacht, schwierig, befriedigende Resultate zu 
erhalten. Deswegen wurden hier die Milchréhren ausgeschlossen. 
Untersuchungen nach 4 Tagen. 


Bouillonréhren $7°: 2 Réhren schwach triibe, mit Haut auf der 
Oberfliche. Enthalten gramnegative schlanke Stibchen. 
Girungsréhren 37°: 1 Rohre tribe, auch im geschlossenen Arm; 
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beginnende Gasentwicklung nach 24 Stunden. Die zweite Réhre triibt 
sich nur im offenen Arm, keine Gasentwicklung. Erstere Réhre enthilt 
grobe, grampositive Stibchen, letztere kleine, feine gramnegative Stiibchen. 

Gelatineplatten: Steril nach 8 Tagen. 

Lactosegelatineplatten: Nach 8 Tagen einzelne runde, in die 
Gelatine eingesenkte Kolonien, etwa 5 pro Platte, kleine feine gram- 
negative Stibchen enthaltend. 

Agarplatten 37°: 15—20 Kolonien auf jeder Platte. ‘Teils tief- 
liegend, linsenformig kleine grampositive und gramnegative Stibchen ent- 
haltend, teils an der Oberfliiche liegende Actynomyceskolonien, 

Burriagarréhren 37°: Steril, auber an der Oberfliiche. 

Unser Urteil itiber die zu den Versuchen angewandten Rea- 
senzien kann dahin zusammengefaBt werden, daB dieselben sehr 
arm an Mikroorganismen sind, daB aber sowohl das Pepton 
als die Glucose Milchsiiurebakterien vom 'etracoccustyp in ge- 
ringer Anzahl enthilt. 

Késultate. 

Ks wurden nun 6 Versuchsreihen angestellt, wobei die 
Methodik Schlatters genau eingehalten wurde (vgl. 8. 260). 
Wir benutzten eine gréBere Anzahl Parallelkolben, von welchen 


je ein Paar nach verschiedenen Zeiten dem Thermostaten ent- 


nommen wurde, um gleichzeitig einer chemischen bzw. einer 
bakteriologischen Untersuchung unterworfen zu werden. 

Jeder dieser Kolben enthielt 25 ccm der zu studierenden 
Lisung, enthaltend 

0,25 g Pepton, 
0,50 g Glucose, 
0,25 g NaHCO,. 

Die Lésung soll nach Schlatters Untersuchung optimale 
Bedingungen fiir die in Betracht kommende Milchsiuregirung 
erbieten. 

Die Liésung besitzt eine Aciditit von etwa p,, = 7. 

Es folgen nun die Resultate: 

A der chemischen Analyse, 

B der bakteriologischen Analyse. 
Dieselben beziehen sich auf den Zustand der Lésungen un- 
mittelbar nach Entnahme aus dem Thermostaten. 


A. Ergebnisse der chemischen Analysen. 
Dieselben sind in den folgenden Tabellen zusammengestellt. 
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Serie Ia. 
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Serie I. Pepton Siegfried. Nicht sterilisiert. ') 
Stunden 0 2,5 16 | 20,5 

cem CO, 0 3,5 48 48 
mg Glucose/cem 20 — 6,4 6,6 
mg Milchsiiure/cem () - 8,3 9,0 


Nr. 


der bakteriol. 


Pepton Siegfried. 





Probe. | 











Erhitzt nach Schlatter. 





Stunden 


eem CO, 


ng 


me 


Nr. 


Glucose/cem 
Milchsiiure/eem 


der bakteriol. 


Probe 


Serie ILb. 





Pepton Siegfried, 


0,40 





0450, 





5,25 T 9 
9,0 10,% 16.5 
19 es 











Sterilisiert.?) 












































Stunden 0,30 | 0,75 | 1,0 3 5 10 
cem CO, . 3 8,5 3,5 4,— { 
mg Glucose/eem 20 — 20 — - 20 
mg Milchsiure/eem 0 — 0 — ee 0 

Serie Illa. Pepton i ae Kkrhitzt nach Schlatter. 
iiadibess Bn 0,50 | 2,50 9,3 7 22 27 
cem CO, 7 8 8 49 150 
ing Glucose, ecm 20 — — | 3,4 
mg Milchsiiure/cem — — — 9,5 + 1,0 
Nr. der bakteriol. Probe ee fs | os 8 | —- | $0 


') Es ist bemerkenswert, wie wenig 
fried und Merck e carne enthielten. 
*) Bei dieser Serie I[b sowie bei I1Lb wurde Glucose und Pepton 


in gemeinsamer Lisung (vgl. Schlatter S 


Bakterien die Peptone Sieg- 


A 


. 8368) gekocht und zwar 


auf dem Drahtnetz, zweimal je 45 Minuten. Wegen der Konzentrations- 
iinderung war die verdampfende Menge Wasser vor dem Lisen zugesetzt 


worden. 


Dann wurde die nur 8 Minuten aufgekochte Bicarbonatlisung 


zugegeben. 
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Serie IIb. Pepton Siegfried. Sterilisiert. 





A - ae _ $$$ $a 















































































Stunden 1 3 5 12 25 f id 
eem CO, . See ee 2 2,5 oo 2,5 3 
mg Glucose/eem. . . . 20) _ oo: ; 9() 
mg Milehsiure . . . . — - — — |unbestimmbar 
Serie Illc. Pepton Siegfried. LErhitzt nach Schlatter. 
Stunden | 5 10 20 
gS | a re 4 4,5 18,5 145 
ing Milchsiiure/eem  . — _ — 8,0 + 1,0 
Serie IV. Pepton Siegfried. Nicht sterilisiert. " 
Stunden 0,50 2,5 5,3 7 8 22 
OS sk ee SS 7 9 15} 38 56 | 57 
mg Glucosejeem . . . . 20 18 18 — 3,6 
mg Milchsiiure. . . . . etwa ljetwa 3} — — | 10,2 
Nr. der bakteriol. Probe . | 5 | — | — | — | — | 9 ‘“s 


Serie V. Pepton Merck e carne. Erhitzt nach Schlatter. 


























Stunden 0,50 25 5,3 7 22 27 29 
Cm tm 6 ee 8 4 5 6 54 | 62 62 
mg Glucose/cem. . — : — 5 _ 
mg Milchsiure . . -- ~~ — | 11,3 
Nr. der bakter. Probe | — | 7 | a | oo | _ | 12 | 13 





Serie VI. Pepton Merck e carne. Nicht sterilisiert. 





























Stunden 0,50 | 2,5 5,5 7 18 22 
a a ae 5 7,5 8 8 49 | 52 4 
mg Glucose/eem . . . . 20 | 18 — — an o a 
mg Milchsiure . . . . . 21 | 21 _ es nies 95") a 
Nr. der bakteriol. Probe. | _ | — | 6 | — | — | 1} 





B. Ergebnisse der bakteriologischen Analysen. 
Probe 1. 23. Jan. 1923. 
Stark triibe. Saure Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: 1 Pt-Ose in 1 Tropfen 
Wasser. Das ganze Gesichtsfeld ist von zwei verschiedenen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXVITTI. 18 ' 
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Bakterienarten erfillt, nimlich teils von groBen Diplokokken, 
welche auch in kurzen Ketten vorkommen, teils von groBen, 
init scharf abgeschnittenen Endflachen versehenen Stabchen, 
beide grampositiv. 

Wegen des hohen Bakteriengehalts wurden fiir die bak- 
teriologische Untersuchung durch die Plattenkulturen und durch 
die Burriréhren nur 0,01 bzw. 0,001 ccm entnommen; fiir die 
verschiedenen Kulturréhren 1 Pt-Ose der Lésung. 


Bouillonréhre 37°: Nach 24 Stunden Triibung mit etwas Boden- 
satz. Mikroskopisch werden iiberwiegend Diplokokken wahrgenommen, 
auBerdem groBe, scharf abgeschnittene Stiabchen. 

Milechréhren 37°: Nach 24 Stunden sind alle Réhren fest und 
homogen koaguliert (Thérnergrade in zwei der Réhren: 82 bzw. 84), 
Mikroskopisch gréBere und kleinere Diplokokken, sowie einzelne grobe 
Stiibchen. Beide grampositiv. 

Milchréhren 48°: Das gleiche Resultat wie bei 37°. (Thérner- 
grade: 76, 72, 74, 74). 

Girungsréhren 87°: Triibung nur im offenen Arm. Kein Gas. 
Mikroskopisch grampositive Diplokokken und Torula. 

Gelatineplatten: Nach 6 Tagen zahllose kleine, punktformige 
Kolonien, iihnlich den von Streptococcus lactis. In den Verdiin- 
nungen 1:100 auBerdem iiber 20 weiBe, erhabene Oberflichenkolonien. 
Die punktférmigen Kolonien enthalten Diplokokken, die weiBen Ober 
iliichenkolonien Torula. 

Lactosegelatineplatten: Imdentisch gleich mit den Gelatine- 
platten. AuBerdem kleine weibe Oberfliichenkolonien mit mittelgroBen 
Staibchen. 

Agarplatten 37°: Uberwachsen mit eisblumenartigen Kolonien, 
welche groBe, scharf abgeschnittene, grampositive Stibchen mit Sporen 
enthalten. 

Burriagarréhren 37°: Zahllose sehrkleine, punktférmige Kolonien, 
enthaltend Diplokokken und eine weiBe, dicke Vegetation auf der Ober- 
fliche, enthaltend groBe Stiibchen. 


Aus Gelatineplatten, Lactosegelatineplatten und Burri- 
rdhren isolierte, kleine punktférmige Kolonien wurden in sterile 
Milch iibergeimpft; dadurch wird diese bei 37° zu fester und 
homogener Koagulation gebracht. Diese Milchkulturen be- 
stehen, wie die Untersuchung ergab, aus typischen Milch- 
siurediplokokken. Die gefundene Torulaart vergiirt Glucose 
nicht. 
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Probe 2. 23. Jan. 


Tribung. Saure Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung. Ganz wie bei Probe 1. 
Vielleicht etwas zahlreichere Streptokokkenketten. 


Bouillonréhren 37°: Nach 24 Stunden Triibung mit etwas Boden- 
satz. Mikroskopisch grampos. Diplokokken und kurze Ketten. Auch < 
lingere Ketten. Einzelne groBe Stibchen. a 
| Milchréhren 37°: Nach 24 Stunden sind siimtliche Réhren fest 
und homogen koaguliert (Thérnergrade in zwei der Réhren: 78 bzw. 78). 
Milchréhren 48°: Das gleiche Resultat wie bei 37°. (Thérner- 
erade: 76, 78, 76, 78.) 
Girungsréhren 37°: Schwache Triibung im offenen Arm. Kein 
Gias. Mikroskopisch nur grampos. Diplokokken. 
xelatineplatten: Zahllose kleine, punktférmige Kolonien, ihn- 
lich den von Streptococcus lactis. Mikroskopisch grampos. Diplo- 





ae 


~ 
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kokken. my 
Lactosegelatineplatten: Gleich mit den Gelatineplatten. Fd 
Agarplatten 37°: Nach 6 ‘agen keine Oberflichenkolonien. ‘a 

Zahllose kleine, punktformige Kolonien, enthaltend grampos. Diplokokken. ay 


Burriagarréhren 37°: Keine Oberfliichenvegetation. Massen- 
haft kleine, punktférmige Kolonien, enthaltend grampos. Diplokokken. 


Probe 3. 23. Jan. 


Méglicherweise eine Spur 'riibung. Alkalische Reaktion. 

. | Mikroskopische Untersuchung: Keine Bakterien 

| sichtbar bei der Verdiinnung einer Pt-Ose in 1 Tropfen Wasser. 

Da der Bakteriengehalt hier offenbar sehr gering war, 

wurden zu den Plattenkulturen und zu den Burriréhren 0,5 

bzw. 0,1 ccm, zu je zwei der Kulturen, ferner zu den Roéhren 
mit fliissigem Substrat 0,1 com der Liésung gesetzt. 


Bouillonréhren 37°: In 24 Stunden Triibung, schwacher Boden- 
satz. Nur groBe Stibchen. 

Milchréhren 37°: Samtliche Réhren ziemlich lose koaguliert 
nach 24 Stunden. Etwas Serum an der Oberfliiche. Mikroskopisch iiber- 
wiegende Diplokokken, auBerdem aber zahlreiche grofe Stibchen, wahr- 
scheinlich von einer alkalisch peptonisierenden Art, denn der Siuerungs- 
; grad in den Réhren ist ziemlich niedrig (Thérnergrade: 32, 38 in 
2 Réhren). 

: Milchréhren 43°: Genau dasselbe wie die Milchréhren bei 37°, 

sowohl makro- wie mikroskopisch (Thérnergrade: 54, 56, 46, 52). 
18* 
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Girungsréhren 37°: Getriibt nur in dem offenen Arm. Kein 
Gas. Mikroskopisch Diplokokken, gramneg. Stibchen und Torula. 

Gelatineplatten: Nach 6 Tagen zahlreiche, in die Gelatine ein- 
gebettete runde Kolonien, sowie trichterférmig schmelzende Oberflichen- 
kolonien. Alle diese Kolonien enthalten gramneg. Kurzstiibchen. AuBer- 
dem findet man groBe runde, schmelzende Oberflichenkolonien mit runden 
Kernen und mit breiter, gleichmiBiger AuSenkante, kleine feine grampos. 
Stibchen enthaltend. 

Lactosegelatineplatten: Genau wie die Gelatineplatten. 

Agarplatten 37°: Nach 24 Stunden eine recht groBe Anzahl 
Kolonien auf der Oberfliiche der mit 0,5 cem geimpften Platten. Die 
Platten mit 0,1 cem enthalten 5—7 Kolonien per Platte. Mikroskopisch 
croBe, grampos. scharf abgeschnittene Stibchen, worunter viele mit 
Sporen. 

Burriagarréhren 37°: In zwei der Réhren nach 6 Tagen weibe 
Oberfliichenvegetation von groBen Stiibchen. Einige wenige Kolonien 
in der Agarmasse selbst. Diese Kolonien sind von unregelmaBiger Form 
und enthalten teils groBe grampos. Staibchen, teils Staphylokokken. 


Probe 4. 23. Jan. 


Sehr wenig triibe. Alkalische Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: Nichts. 


Bouillonréhren 387°: Homogene Triibung, nach 24 Stunden 
Bodensatz. Grampos. Diplokokken und kurze Ketten, groBe Stiibchen. 
Sehr zahlreiche mittelgroBe, gramneg. Stiibchen. 

Milchréhren 37°: Ziemlich homogen und fest koaguliert, nach 
24 Stunden Serum an der Oberfliiche. Grampos. Diplokokken und grobe 
Stiibchen in ungefiihr gleicher Menge. 

Milchréhren 43°: Alle Réhren fest und homogen koaguliert. 
mit etwas Serum an der Oberfliiche, nach 24 Stunden iiberwiegend 
grampos. Diplokokken und kurze Ketten. techt zahlreiche groBe 
Stiibchen. 

Girungsréhren 87°: In 48 Stunden etwa 2 cem Gas. Beide 
Réhren gleich. Mikroskopisch iiberwiegend groBe, gramneg. Stiibchen. 
Zahlreiche grampos. Diplokokken und auch Torula. 

Gelatineplatten: Die meisten Platten sind nach 6 Tagen zer- 
schmolzen. Zahlreiche, trichterférmig schmelzende Kolonien, enthaltend 
eroBe, grampos. Staébehen. Ubrigens grampos. Diplokokken und coli- 
iihnliche Stébchen. 

Lactosegelatineplatten: Gleich mit den Gelatineplatten. 

Agarplatten 37°: Alle Platten sind mit eisblumenahnlichen 
Kolonien schon nach 24 Stunden iiberwuchert. GroBe, grampos. Stiibchen, 
viele mit Sporen. Auch einzelne Sporen. 
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n , Burriagarréhren 37°: In den mit 0,5 ccm zahllose, mit 0,1 eem 

geimpfte etwa 100—200 runde, flockenahnliche Kolonien, enthaltend : 
\- grampos. Kokken, die, in Milch iibergeimpft, feste und homogene Koagu- Rice 
- lation hervorbringen (Thérnergrade: 68, 64). st 
. 
n Probe 5. 23. Jan. 
. Ganz klar. 


Mikroskopische Untersuchung: Nichts. 


Bouillonréhren 37°: Nach 48 Stunden Triibung und Bodensatz. 
Grampos. Diplokokken und kurze Ketten. 

Milchréhren 37°: Nach 48 Stunden sind 2 Réhren fest und 
homogen koaguliert. Eine ist weich koaguliert und eine fliissig. (Thérner- 
grade bei den zwei ersten: 62, 58.) ie 

Milchréhren 43°: Nach 48 Stunden sind 2 Réhren fest und 7 
homogen koaguliert. Zwei sind noch fliissig. Grampos. Diplokokken, 3 

Girungsréhren 37°: Leichte Triibung. Mikroskopisch iiber- 
wiegend groBe Stiibchen. Auch grampos. Diplokokken. 

Gelatineplatten: Zahllose kleine, Strept. lactisahnliche Kolo- 
nien. Einige wenige Bact.fluorescens. Die kleinen punktformigen 
Kolonien enthalten grampos. Diplokokken. 

Lactosegelatineplatten: Zahllose kleine, Strept. lactis- 
ihnliche Kolonien, enthaltend grampos. Diplokokken. An der Oberflache 
einige coliahnliche Kolonien, enthaltend kleine, gramneg. Stibchen. 

Agarplatten 37°: Mit zahllosen punktférmigen, grampos. Diplo- 
kokken enthaltenden Kolonien durchsetzt. Einige etwa 1 mm groBe, 
runde, gelbe und weiBe Oberfliichenkolonien. Die gelben enthalten 
mittelgroBe, gramneg. Staibchen und die weiBen enthalten Staphylokokken. 

Burriagarréhren 87°: Nur einige wenige, ziemlich groBe, un- 
regelmiBig geformte Kofonien, enthaltend grampos. Diplokokken. 


ay 


Probe 6. 24, Jan. 


Ziemlich tribe. 

Mikroskopische Untersuchung: Zahlreiche grampos. 
Diplokokken und auch groBe, grampos. Stibchen. 

Bouillonréhren 37°: Nach 48 Stunden Triibung und Bodensatz. 
Grampos. Diplokokken und kurze Ketten. 

Milchréhren 37°: Nach 48 Stunden sind alle Réhren fest und 
homogen koaguliert (Thérnergrade bei 2 Réhren: 76, 84). Grampos. 
Diplokokken und kurze Ketten. 

Milchréhren 43°: Ganz wie bei 37° (Thérnergrade bei 2 Rohren: 
80, 78). 

Gérungsréhren 37°: Schwache Triibung im offenen Arm. Kein 
Gas. Grampos. Diplokokken und vereinzelte groBe Stabchen. 
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Gelatineplatten: Alle Platten mit kleinen punktférmigen Kolo. 
nien durchsetzt. Einige weiBe, runde Oberflachenkolonien. Die ersten 
enthalten grampos. Diplokokken, die Oberflichenkolonien Torula. — 

Lactosegelatineplatten: Identisch gleich mit den Gelatine. 
platten. 

Agarplatten 37°: Gleich mit den Gelatineplatten. 

Burriagarréhren 37°: Zahllose, nahezu mikroskopisch kleine, 
punktférmige Kolonien. Keine Oberfliichenvegetation. Grampos. Diplo- 
kokken. 

Probe 7. 24. Jan. 

Ganz klar. 


Mikroskopische Untersuchung: Nichts. 

Bouillonréhren 387°: Nach 48 Stunden Triibung und Bodensat:. 
GroBere und kleinere Stibchen und einzelne grampos. Diplokokken. 

Milechréhren 87°: Nach 48 Stunden sind alle Réhren fest und 
homogen koaguliert. Grampos. Diplokokken und kurze Ketten. (Thérner 
grade bei 2 Réhren: 78, 62.) 

Milchréhren 43°: Gleich mit den vorigen (Thérnergrade bei 
2 Roéhren: 68, 70). 

Girungsréhren 37°: Nach 6 Tagen Triibung nur im offenen 
Arm. Kein Gas. Uberwiegend grampos. Diplokokken. Auch recht 
zahlreiche Torula. 

Gelatineplatten: Hauptsichlich Strept. lactisihnliche, kleine 
punktférmige Kolonien, enthaltend grampos. Diplokokken. Einige weiBe 
Oberflichenkolonien mit gramneg. Kurzstiibchen. 

Lactosegelatineplatten: Gleich mit den Gelatineplatten. 

Agarplatten 37°: Gleich mit den Gelatineplatten. 


Burriagarroéhren 37°: Nach 6 Tagen sehr zahlreiche Kolonien, 


enthaltend grampos. Diplokokken. In sterile Mileh iibergeimpft rufen 
sie nach 3 Tagen bei 37° feste und homogene Koagulierung hervor. 


Probe 8 24. Jan. 

‘Triitbung. 

Mikroskopische Untersuchung: Nur grampos. Diplo- 
kokken. 

Bouillonréhren 37°: Nach 48 Stunden Triibung und Bodensatz. 
(;rampos. Diplokokken und kurze Ketten. 

Milchréhren 87°: Nach 48 Stunden sind alle Réhren fest und 
homogen koaguliert (Thérnergrade bei 2 Réhren: 80, 84). 

Milchréhren 43°; Gleich mit den Milchréhren bei 37° (‘Thérner 
grade bei 2 Réhren: 84, 76). 

Ga&rungsrébren 37°: Schwache Triibung im offenen Arm. Kein 
Gas. Grampos. Diplokokken und einige Torula. 
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Gelatineplatten: Zahllose kleine, Strept. lactisahnliche Kolo- 


O- 

n nien, enthaltend grampos. Diplokokken und einige weiBe Oberflichen- 
kolonien, Torula. ‘a 

. | Lactosegelatineplatten: Gleich mit den Gelatineplatten. oe 


Agarplatten 37°: Gleich mit den Gelatineplatten. 
Burriagarrohren 37°: Zahllose kleine, punktformige Kolonien, 
enthaltend grampos. Diplokokken. Keine Oberflichenvegetation. 


Probe 9. 25. Jan. 
Tribe. Saure Reaktion. 
Mikroskopische Untersuchung: AusschlieBlich gram- 
pos. Diplokokken. 


Bouillonréhren 37°: Triibung in 48 Stunden mit etwas Boden- 
satz. Mikroskopisch mittelgroBe und kleine Staébchen sowie Diplokokken. . 
Milchroéhren 37°: Alle Réhren in 48 Stunden fest und homogen 
koaguliert. GréBere und kleinere Diplokokken, sowie kurze Ketten 
(Thoérnergrade: 176, 78). 
Milchréhren 43°: Alle Réhren in 24 Stunden fest und homogen 
koaguliert. Mikroskopisch gleich mit dem Versuch bei 37° (Thérner- 
grade 70, 72), | 
Girungsréhren 87°: Tribung nur im offenen Arm. Kein Gas. ay 
Mikroskopisch Diplokokken, sowie auch kurze Ketten. bt 
Gelatineplatten: Nach 6 Tagen unzihlige Mengen kleine punkt- 
tormige Kolonien auf den Platten mit sowohl 0,01 wie 0,001 cem Lésung. 
Mikroskopisch Diplokokken. 
Lactosegelatineplatten: Genau gleich den Gelatineplatten. 
Burriagarréhren 87°: Zahllose kleine punktformige Kolonien, 
Diplokokken enthaltend, 
Bei dieser Probe hat man es also, praktisch genommen, 


mit einer Reinkultur von Diplokokken zu tun, welche sich 
spiter bei der Uberimpfung als vollkommen typische Milch- 
siiurebakterien erwiesen. 


Probe 10. 25. Jan. 

Triibung. ‘ 

Mikroskopische Untersuchung: Uberwiegend gram- 
pos. Diplokokken, aber auch vereinzelte groBe, grampos. Stabchen. 

Bouillonréhren 37°: Nach 48 Stunden schwache Triibung und 
wenig Bodensatz. Grampos. Diplokokken. 

Milchréhren 37°: Alle Réhren fest und homogen koaguliert nach 
48 Stunden (Thérnergrade bei 2 Réhren: 66, 56). Grampos. Diplokokken 
und kurze Ketten. 


Milechroéhren 43°; Gleich mit den Roéhren bei 57°. 
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Garungsréhren 37°: Triibung nur im offenen Arm. Kein Gas. 
Grampos. Diplokokken und kurze Ketten. 


Gelatineplatten: Zahllose kleine, Strept. lactisahnliche Kolo 
nien, enthaltend grampos. Diplokokken. 


Lactosegelatineplatten: Gleich mit den Gelatineplatten. 
Agarplatten 37°: Gleich mit den Gelatineplatten. 
Burriagarréhren 37°: Gleich mit den Gelatineplatten. 

Die Proben 11, 12 und 13 waren alle in jeder Hinsicht 
fast absolut gleich mit Probe 10 und werden daher nicht niher 
beschrieben. Sie enthielten fast ausschlieBlich Streptococcus 
lactis von demselben T'ypus als die vorigen Proben, mit ver- 
einzelten gréBeren oder kleineren Stiibchen vermengt. 

Die Ergebnisse der 13 erwihnten, vom einen von uns 
(Chr. B.) angestellten bakteriologischen Analysen stimmten dahin 
iiberein, daB typische Milchsiurebakterien zugleich mit 
verschiedenen anderen Mikroorganismen schon von 
Anfang an in den nach Schlatter behandelten Lésungen 
auftreten, und daB die Milchsiurebakterien (Diplo- 
kokken) mit fortschreitender Versuchsdauer immer 
zahlreicher werden und bald in der Mikroflora einen 
dominierenden Platz einnehmen. Deswegen hat es den 
Anschein, als ob die hier verwendete Peptonglucoselésung trot 
ihrer alkalischen Reaktion ein elektives Nahrungssubstrat fiir 
die obenerwihnten Milchsiurebakterien ausmacht, denn wir 
haben, wie gesagt, keine einzige Probe gefunden, in welcher 
diese nicht nach einigen Stunden iiber alle anderen Bakterien 
die Oberhand gewénnen. In vielen Proben traten die Milch- 
sdurediplokokken nach den ersten 10 Stunden (praktisch ge- 
nommen) in Reinkultur auf. 

Kin diesbeziiglicher Unterschied konnte zwischen den Lé- 
sungen, welche mit Pepton Siegfried und mit Pepton Merck 
angestellt wurden, nicht festgestellt werden. 

Nach diesen Untersuchungen wird es deutlich, daB man 
hei einem Verfahren wie es Schlatter angewandt hat, durch 
wiederholte Infektionen eine ziemlich verschiedenartige Mischung 
von Bakterien in der Lésung erhilt, unter welchen natiirlich 
auch Milchsiurebakterien vorkommen, die ja iiberall sehr hiufig 
sind. DaB diese letzteren stets iiberhand nehmen, muB natiir- 
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lich darauf beruhen, da& sowohl die Nahrlésung wie die an- 
gewandte Temperatur von 37° ihnen besonders giinstig sind. 
Durch ihre kraftige Milchsiurebildung verdrangen sie bald alle 
anderen Mikroorganismen. 


C. Der EinfluB aseptischer VorsichtsmaBregeln. 


Ks ertibrigte nun, noch besonders zu untersuchen, ob man 
bei Anwendung der gleichen Lésung, aber mit Kinhaltung aller 
méglichen aseptischen VorsichtsmaBregeln die Lésung langere 
Zeit bei 37° annahernd steril halten konnte. Unter solchen Be- 
dingungen sollte natiirlich auch keine Spaltung der Glucose 
zustande kommen, wenn unsere Gesichtspunkte richtig sind. 

Es wurden deshalb 2 Parallelreihen vom Kolben mit den 


vorher beschriebenen Liésungen in Ordnung gestellt, wobei auf 


folgende Weise verfahren wurde: In der einen Reihe wurde 
in der gleichen Weise gearbeitet, welche Schlatter selbst 
angewandt hat. Bei der anderen, aseptischen Reihe, versuchten 
wir sorgfiltig alle Infektionsméglichkeiten bei der auf dem 
Wasserbad wihrend 20 Minuten erhitzten Lésung auszuschlieBen. 
Ks galt dabei auch, eine sterile Bicarbonatlésung darzustellen, 
was keine gréBeren Schwierigkeiten erbot. In eine sterilisierte 
Sodalésung wurde einfach Kohlensiiure eingeleitet, wobei das 
Gas nach Waschen mit Wasser ein sterilisiertes Baumwolle- 
filter zu passieren hatte, bevor es in die Sodalésung eintrat. 
Nachdem eine geniigende Menge Bicarbonat gebildet war, 
wurde durch ein sterilisiertes Filter filtriert, wobei die Fallung 
segen Luftinfektion durch ein Lager sterilisiertes Papier ge- 
schiitzt wurde. Das Salz wurde mit Hilfe eines flambierten 
Spatels in eine sterilisierte Petrischale iibergefiihrt und die 
Petrischale wurde bei 37° in einen Thermostaten eingesetzt, 
um das Salz ohne Gefahr der Spaltung zu trocknen. 
Nachdem die Pepton-Glucoselésung nach dem Verfahren 
Schlatters auf dem Wasserbad gekocht war, wurde dieselbe 
durch ein steriles Filter in einen sterilen Kolben filtriert, 
wobei das Filter mit einem Lager sterilen Filtrierpapiers be- 
deckt gehalten wurde. Zu der Lésung wurde dann die er- 
forderliche Menge des sterilen Bicarbonats zugegeben und zwar 
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nachdem dasselbe unter Beobachtung aseptischer Vorsichts. 
maBregeln in sterilem Wasser gelést war. Hierauf wurde dic 
Lésung mit einer sterilen Pipette in vorher sterilisiertem 
Kolben, 25 ccm in jedem Kolben, verteilt. 

Sowohl die nach Schlatter dargestellten Lésungen wie 
die aseptisch dargestellten wurden gleichzeitig in einem Ther. 
mostaten von 37° eingesetzt, worauf nach 0,3 bzw. 6 und 
24 Stunden Kolben beider Art zwecks chemischer und bak- 


teriologischer Analyse entnommen wurden. 


Milchsiiurebestimmungen. 








Datum | “et | Bevetchmung | Sy a5 ecm | in 25 cen 
26. II. 1923 10 Ubr 1. Schlatter < 2mg 501,5 mg 
vormittags 2. Aseptisch < 2mg 500,0 mg 

26. IL. 1928 1 Uhr 3. Schlatter < 2mg 499 mg 
nachmittags | 4. Aseptisch < 2mg 502 mg 

26. II. 1923 4 Uhr 5. Schlatter < 5mg 492 mg 
bachmittags | 6. Aseptisch < 2mg 500 mg 

27. II. 1928 10 Uhr 7. Schlatter 88 mg 345 mg 
nachmittags | 8. Aseptisch < 2mg 498 mg 























Glucose 


Beziiglich der Resultate der bakteriologischen Analysen, 
welche an zusammen acht Kolben, vier von jeder Art, nach 
den genannten Zeiten ausgefiihrt wurden, sei hier folgendes 
erwahnt: Keine der Proben, aseptische und nicht aseptische, 
welche sogleich, sowie nach 3 und 6 Stunden entnommen wurden, 
zeigte eine Spur von Triibung oder Kohlensiureentwicklung. 
Die Proben, welche nach 24 Stunden aus dem Thermostaten 
entnommen wurden, verhielten sich verschieden je nachdem 
sie aseptisch vorbehandelt waren oder nicht. Die ersteren 


waren namlich immer noch vollstindig klar, wihrend die letzteren 
starke Triibung und kraftige Kohlensdureentwicklung zeigteu. 
Kiner der ,,aseptischen“ Kolben, welcher wahrend weiterer 
24 Stunden im Thermostaten verblieb, war auch dann, also nach 
48 Stunden vollstiandig ungetriibt. 
Wir geben nun die Resultate der bakteriologischen Ana- 
lysen, insgesamt 8 Analysen wieder, wobei wir die Kolben, 
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welche nach Schlatter behandelt wurden, mit § und die streng 
aseptisch behandelten mit A bezeichnen. 


S unmittelbar. 

0,5 und 0,1 com Lésung zu jedem Kultursubstrat. 

Bouillonréhre 37°: Zwei der Réhren zeigten Triibungen und 
innerhalb 48 Stunden einigen Bodensatz. Die iibrigen Réhren sind noch 
nach 5 Tagen ungetriibt. Die getriibten Réhren enthalten Diplokokken, 
in einer der Réhren wurden auBerdem groBe Stibchen gefunden. 

Milchréhren 87°: Zwei der Réhren koagulierten nach 24 Stunden. 

Die eine fest und homogen, die andere lose. Von den iibrigen 
Réhren koaguliert eine nach 48 Stunden fest und homogen, die vierte 
Réhre koaguliert lose nach 4 Tagen (Thérnergrade 50,80). 

Milchréhren 43°: Eine der Réhren nach 24 Stunden lose koaguliert. 
die tibrigen nach 48 Stunden fest und homogen. Mikroskopisch Diplokokken. 

Girungsrohre 37°: Triibung und Bodensatz innerhalb 48 Stunden. 
Kein Gas. Diplokokken und gramnegative Kurzstaébchen. 

Gelatineplatten: 1—2 Kolonien von Bact. fluorescens auf jeder 
Platte. 

Lactosegelatineplatten: Genau gleich den Gelatineplatten. 

Agarplatten 37°: Nach 6 Tagen steril. 

Burriagarréhren 37°: Samtliche Réhren steril nach 7 Tagen. 

A unmittelbar. 

Impfmengen wie oben. 

Bouillonréhren 87°: In keiner Réhre Triibung nach 5 Tagen. 

Milchréhren 37°: Simtliche Réhren unverandert nach 5 Tagen. 

Milchréhren 43°: Samtliche Réhren unveriindert nach 5 Tagen. 

Girungsréhren 37°: Beide Réhren unverindert nach 5 Tagen. 

Gelatineplatten: Samtliche Platten steril nach 5 Tagen. 

Lactosegelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 5 Tagen. 

Agarplatten 37°: Saimtliche Platten steril nach 5 Tagen. 

Burriagarréhren 37°: Samtliche Réhren steril nach 7 Tagen. 


S$ 3 Stunden. 
0,5 und 0,1 com Lésung zu jeder Kultur. 


Bouillonréhren 37°: Simtliche Réhren nach 48 Stunden getriibt: 
In 2 Réhren Hiiutchen auf der Oberfliiche. Mikroskopisch Diplokokken, 
aufer in Hiiutchen, welche mittelgroBe grampositive Stibchen enthalten. 

Milchréhren 387°: Eine Réhre fest und homogen koaguliert nach 
24 Stunden, 2 Réhren ebenso nach 48 Stunden, die 4. nach 4 Tagen. In 
simtlichen Réhren Diplokokken (Thérnergrade 76, 78 und 58). 

Milchréhren 43°: 2 Réhren fest und homogen koaguliert nach 
24 Stunden, cine Réhre nach 48 Stunden und eine unverindert nach 
» Tagen. In allen Réhren Diplokokken. 
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Sdrungsréhren 37°: Schwache Triibung nach 48 Stunden im 


geschlossenen Arm und einigen Bodensatz. Kein Gas. Diplokokken, 


Gelatineplatten: Nach 5 Tagen einige wenige weiBe punkt. 
formige Kolonien auf jeder Platte, enthaltend ovoide Kurzstibchen. 

Lactosegelatineplatten: Genau wie die Gelatineplatten, auBer- 
dem ein paar Kolonien Bact. fluorescens. 

Agarplatten 37°: Simtliche Platten bedeckt mit einigen sich 


schnell verbreitenden Oberflichenkolonien. Mikroskopisch nur ovale 


Bakteriensporen. 

Burriagarréhren 37°: Nur etwa 3 Kolonien in jeder Réhre. In 
einer der Réhren Oberflichenvegetation, die Kolonien enthalten Diplo- 
kokken, die Oberflichenvegetationen grampositive Staébchen mit Sporen. 


A 3 Stunden. 


Jmpfmengen wie oben. 


Bouillonréhren 37°: Simtliche Rohren unveriindert nach 5 Tagen. 


Milchréhren 37°: Samtliche Réhren unveriindert nach 5 Tagen. 


Milechréhren 43°: Sa&mtliche Réhren unveriindert nach 5 Tagen. 
Gairungsréhren 37°: Samtliche Rébren unveriindert nach 5 Tagen. 
(xelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 5 Tagen. 
Lactosegelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 5 Tagen. 
Agarplatten 37°: Saimtliche Platten steril nach 5 Tagen. 
Burriagarréhren 37°: Simtliche Réhren steril nach 7 Tagen. 


§ 6 Stunden. 
0,1 und 0,01 cem zu jeder Kultur. 


Bouillonréhren 37°: Alle Réhren zeigen Triibung und Bodensatz 
nach 24 Stunden. Mikroskopisch mittelgroBe gramnegative Stibchen 
sowie Diplokokken. 

Milchréhren 37°: Zwei der Roéhren in 48 Stunden koaguliert. 
Die eine mit Serum an der Oberfliiche. Die zwei anderen Réhren 
koagulieren fest und homogen nach 4 Tagen. In der erstgenannten 
finden sich au’er Diplokokken auch coliihnliche gramnegative Stibchen, 
in den letzteren Réhren fast ausschlieBlich Diplokokken. 

Milchréhren 42°: Samtliche Réhren koagulierten nach 48 Stunden. 
Diplokokken sowie einzelne grampositive Stabchen. 

Garungsroéhren 37°: Triibung in beiden Réhren nach 24 Stunden. 
dann Bodensatz und Aufhellung. Kein Gas. Diplokokken. 

Gelatineplatten: Etwa 100 weiSe, punktférmige Kolonien auf 
jeder mit 0,1 ccm geeimpften Platte. Auf den mit 0,01 ccm etwa 8 bis 
10 Kolonien. Nur Diplokokken. 

Lactosegelatineplatten: Die Anzahl Kolonien die gleiche wie 
bei den Gelatineplatten. Diplokokken. 

Agarplatten 37°: 70—80 linsenformige Kolonien auf den mit 
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0.1 ecem geimpften Platten; 5—7 Kolonien auf den mit 0,01 cem ge- 
impften. Diplokokken. 


A 6 Stunden. 
. i Impfmenge wie oben. 


: Bouillonréhren 37°: 1 Réhre nach 3 Tagen getriibt. Mikro- 
‘h |  skopisch Diplokokken. Die iibrigen Réhren unveriindert nach 5 Tagen. 
le } Milchréhren 37°: 1 Réhre fest und homogen koaguliert nach 
3 Tagen. Diplokokken. Alle iibrigen Réhren nach 5 Tagen unverindert. 
n Milchréhren 43°: Simtliche Réhren unverindert nach 5 Tagen. 
)- | Girungsréhren 87°; 1 Réhre zeigt schwache Triibung nach 
2. # 48 Stunden. Sehr wenig Bodensatz. Kein Gas. Diplokokken. Die 
gweite Rohre nach 4 Tagen unverindert. 
Gelatineplatten: Samtliche Platten steril nach 5 Tagen. « 
Lactosegelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 5 Tagen. 
' Agarplatten 37°: Siimtliche Platten steril nach 5 Tagen. 
1. Burriagarréhren 37°: Siimtliche Réhren steril nach 7 Tagen. 
: - § 24 Stunden. 
0,01 und 0,001 com zu jeder Kultur. 


, Bouillonréhren 37°: Simtliche Réhren getriibt nach 24 Stunden. Ay 

In 2 Réhren auBerdem etwas Oberflichenwachstum, Dieses letztere .. 
enthilt groBe, quer abgeschnittene grampositive Stibchen, sonst iiberall 
Diplokokken. 

Milehréhren 37°: Simtliche Réhren fest und homogen koaguliert, 
nach 24 Stunden Diplokokken. 

Milchréhren 43°: Genau gleich der Milchréhren bei 37°. 

Girungsrihren 37°: In beiden Réhren Triibung nach 24 Stunden. 
Diplokokken und in der einen Réhre auBerdem zahlreiche Torula. 

Gelatineplatten: Nicht besonders zahlreiche, sehr kleine punkt- 
firmige Kolonien, Diplokokken enthaltend. 

Lactosegelatineplatten: Zahllose kleine punktformige Kolonien 
Diplokokken enthaltend. 

Agarplatten 37°: Genau das gleiche Bild wie auf den Lactose- 
gclatineplatten. 

Burriagarréhren 37°: In allen Réhren zahllose kleine Kolonien 


von Diplokokken. 


A 24 Stunden. 
Impfmenge wie oben. 
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Bouillonréhren 87°: Simtlich unverindert nach 5 Tagen. 
Milchréhren 37°: Simtlich unveriindert nach 5 Tagen 
Milchréhren 48°: 1 Réhre ziemlich lose koaguliert nach 4 Tagen. 
Diplokokken. Die iibrigen Réhren unveriindert nach 5 Tagen. 
Girungsréhren 387°: In der einen Roéhre schwache Triibung 
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nach 48 Stunden. Diplokokken. In der anderen Réhre keine Triibung 


nach 5 Tagen. 
Gelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 6 Tagen. 


Loctosegelatineplatten: Simtliche Platten steril nach 6 Tagen. 


Agarplatten 37°: Simtliche Platten steril nach 6 Tagen. 
Burriagarréhren 37°: Simtliche Platten steril nach 6 Tagen. 


Vergleichen wir nun diese Resultate mit den mit- 


geteilten Ergebnissen der chemischen Analysen. 

Die aseptisch angestellten Versuche lieferten einerseits 
durchweg klare Lésungen ohne Bakterienwachstum, anderer-. 
seits lieB sich in keiner Probe Milchsiurebildung nachweisen. 

Die Priifungen der nach Schlatter behandelten Lisungen 
sind im folgenden tabellarisch zusammengestellt: 














Probenahme Bakteriologische Gebildete | Vergorene 
nach Stunden Priifung Milchsiure Glucose 
0 Steril (S. 279) < 2mg < 0,29, 
3 Keine Triibg. Sehr wenige 
Diplokokken (S. 279) < 2 mg < 0,2°, 
6 Keine Triibung. Wenige 
Diplokokken (S. 280) < 5 mg < 20%, 
24 Triibung. Kriftige Bak- 
terienflora 88 me ca. 80,0°/, 





Mit aller Deutlichkeit geht aus dieser Zusammen- 


stellung die Parallelitit zwischen Infektionsgrad und 
Milchsaurebildung hervor. 


Zusammenfassung. 


Die obigen Versuchsprotokolle sprechen fiir sich selbst. 
Sie zeigen mit aller Deutlichkeit, daB beim Arbeiten in der 
von Schlatter beschriebenen Weise, also ohne Beobachtung 
wirklich aseptischer VorsichtsmaBregeln, stets eine erhebliche 
Bakterieninfektion eintreten muB, und daB die so erhaltene 
Milchsiuregirung der Glucose nicht auf neuen eigentiimlichen 
enzymatischen Higenschaften des kolloiden Peptons beruht, 
sondern einfach und nur darauf, daB das Nahrungssubstrat 
fiir die Entwicklung gewisser, ganz typischer echter Milchsiure- 
bakterien mit hoher Optimaltemperatur besonders giinstig ist. 
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Werden andererseits diese Girungsversuche unter genauer 
Beobachtung aller aseptischer VorsichtsmaBregeln angestellt, 
so verbleiben die Lisungen lange Zeit so gut wie vollkommen 
steril, und es tritt in denselben auch keinerlei Spaltung ein. 

Auf 2 Angaben Schlatters sei noch besonders hingewiesen : 

1. Bei ,,optimaler“ Peptonkonz. tritt Girung erst nach 
16(!) Stunden ein (Tab. 8. 369). 

2. Bei Ersatz von Pepton durch je 1 von 3 verschiedenen 
Aminosiuren ,,erwiesen sich die Mischungen unwirksam“ (S. 380), 
Ks ist bekannt (Orla-Jensen), daB weder eine einzelne noch 
Mischung einiger Aminosiuren als N- Quelle geniigt, sondern 
daB die natiirliche Mischung aller in Peptonen enthaltenen 
Aminosiuren zum Wachstum der Milchsiiure-Bakterien erforder- 
lich ist. 

Wir haben uns in dieser Mitteilung auf die Priifung und 
Kritik der Versuche von G. Schlatter beschrinkt und gezeigt, 
daB die Behauptung Schlatters (Zusammenfassung S. 381): 
,fs wird festgestellt, da& Glucose in Lésungen, die Bicarbonat, 
als Puffer enthalten, durch Pepton bei 37° quantitativ in 
Milchsaure iibergefiihrt wird“, sich nicht aufrecht erhalten 1aiBt. 
Obwohl Schlatter seine Untersuchung als eine Weiterfiihrung 
der von Emil Baur und K. Herzfeld beschriebenen ,,Garung 
ohne Hefe« bezeichnet — er hat zwar die Versuche von Baur 
und Herzfeld nicht reproduzieren kénnen —, so ist hier von 
einer Kritik der eingangs erwaihnten Versuche von Baur, 
Herzfeld, Klinger usw. einstweilen Abstand genommen 
worden. Es darf aber vielleicht die Hoffnung ausgesprochen 
werden, daB unsere Arbeit den genannten Autoren Veranlassung 
gibt, ihre einschligigen Versuche, aus denen sie so weitgehende 
Schliisse gezogen haben, unter Kinhaltung strenger bakterio- 
logischer VorsichtsmaBregeln einer eingehenden Nachpriifung 
zu unterziehen. 


1) Nach Schlatter (a. a. O. S. 378) betriigt in den Versuchen von 
Baur und Herzfeld die Milchsiuregiirung etwa 95°/, des gesamten 
Umsatzes. 
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Uber die fermentative Spaltung des Lichenins. 
Ill. Mitteilung iither Hemicellulosen.?) 


Von 
Hans Pringsheim und Karl Seifert. 


Mit 2 Kurven im Text. 


Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. April 1923.) 


Als Lichenin wird ein im islindischen Moos, Cetraria 
islandica, enthaltenes Polysaccharid bezeichnet, welches beim 
Kochen der Flechte mit Wasser in Lésung geht und sich beim 
Abkiihlen gallertartig wieder ausscheidet; neben diesem Stoff 
ist im waBrigen Auszug eine auch in kaltem Wasser lésliche 
Substanz enthalten, die Isolichenin genannt wurde. Die beste 
Trennungsmethode fiir diese Substanzen wurde von Hénig und 
Schubert?) angegeben: zur Gewinnung des Lichenins wird 
die gallertartige Substanz abfiltriert, in kochendem Wasser 
gelist und durch Ausfrieren zur Abscheidung gebracht; diese 
Operation wird dreimal wiederholt. Durch Verreiben mit Al- 
kohol und Ather gewinnt man dann eine sich nach dem Trocknen 
im Vakuum immer wieder grau firbende, ziihe und schwer zu 
pulvernde Masse. Der Versuch, zu einem erfreulicheren Praiparat 
zu gelangen, war nicht von Erfolg begleitet; immerhin bietet das 
Verfahren eine Garantie, dab das so gewonnene Lichenin frei 
vom Isolichenin ist, welches in der wiBrigen Lésung bleibt. 

Ungiinstiger liegen die Verhiltnisse bei der Gewinnung des 
Isolichenins; man erhilt es durch Abdampfen des Lichenin- 
filtrats, dem naturgemiB immer noch Lichenin beigemengt ist, 





') II. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 123, S, 205 (1922). 
2) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 8, S. 452 (1887). 
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wie schon daraus hervorgeht, daB man nach der Vorschrift von 
Hoénig und Schubert die sich beim Abdampfen ausscheidende 
Licheninhaut abschépfen muB. Aus der Liésung wird das Iso- 
lichenin schlieBlich durch Fallen mit Alkohol gewonnen und 
stellt nach dem T'rocknen eine gelbliche, gleichfalls schwer 
zerreibbare Masse dar. 

Wihrend das Lichenin keine Jodfairbung zeigt, gibt das 
Isolichenin eine der Jodstirke gleichende, wenn auch viel 
schwichere Farbung. 

Mit den Bausteinen des Lichenins und Isolichenins haben 
sich verschiedene Forscher beschiftigt und im Hydrolysat des 
wiBrigen Flechtenauszugs als einzigen Zucker Glucose nach- 
gewiesen.') Nur einmal taucht die Behauptung auf, daB Ga- 
laktose aufgefunden worden sei.”) Durch die griindlichen Unter- 
suchungen von Ulander und Tollens*) wurde jedoch die 
Glucose in Substanz von der richtigen spez. Drehung isoliert 
und nachgewiesen, daB daneben weder Fruktose, Mannose noch 
Galaktose vorhanden waren. 

Uber den fermentativen Abbau des Lichenins fanden wir 
in der Literatur die folgenden Angaben: Salkowski‘) konnte 
keine Spaltung durch die diastatischen Fermente von Gersten- 
malz, Speichel und Pankreas nachweisen; allerdings benutzte er 
als Substrat nicht das gereinigte Lichenin, sondern den noch durch 
Bitterstoffe und andere Beimengungen verunreinigten, wiBrigen 
Flechtenextrakt; wir stellen fest, daB ein solcher in der Tat 
nicht gespalten wird, dagegen eine Auskochung von entbitter- 
tem offizinellem Moos. Ebenso fanden Brown) und Saiki® 
die Malzdiastase gegeniiber dem ungereinigten Lichenin un- 
wirksam, wihrend Saiki mit Takadiastase und dem Inulin 





1) Errera, C. R. Bd. 101, S. 253 (1885); Bauer, Jl. fiir prakt. Chem. 
[2] Bd. 34, 8. 46 (1886); Stenberg u. Klason, Chem. Ber, Bd. 19, S. 2541 
(1886); Nilson, Chem. Zbl. 1893, II, S. 942. 

*) Escombe, Diese Zs. Bd. 22, 8. 288 (1896). 

3) Chem. Ber. Bd. 39, S. 401 (i906). 

4) Diese Zs. Bd. 104, S. 105 (1918). 

5) Am. Jl. of Physiol. Bd. 1, S. 455 (1898). 

6) Jl. of Biol. Chem. Bd. 2, S. 251 (1906/7). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXXVIIIL. 19 
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spaltenden Ferment des Aspergillus niger positive Resultate 
erzielt hat. Auf Grund einer kaum zureichenden Priifungs- 
methode nimmt v. Tschermak}) an, daB die Lichenase und die 
Inulase identisch seien. Ein Lichenin spaltendes Enzym konnte 
von Jewell und Lewis?) im Verdauungskanal zahlreicher In- 
vertebraten, dagegen nicht in dem von Vertebraten aufgefunden 
werden, was v. Euler’) bestiitigt hat. 

Wir leBen auf eine Liésung des gereinigten Lichenins 
einen nach den Angaben von v. Kuler und Svanberg‘) durch 
Dialyse gereinigten, wiBrigen Malzauszug bei 37° einwirken 
und erhielten bald eine sich durch die Reduktion Fehling- 
scher Lésung anzeigende Spaltung des Lichenins. Das wich- 
tigste an unseren Feststellungen ist die Beobachtung, daf die 
Malzamylase, welche véllig frei von Maltase war und Stiirke nur 
bis zur Maltose spaltete, woriiber Einzelheiten bald mitgeteilt 
werden werden °), das Lichenin direkt oder wenigstens ohne nachi- 
weisbare Zwischenstufen zum Traubenzucker abbaute. Den 
Beweis hierfiir erbrachten wir einmal durch die Osazonreaktion 
und endgiiltig durch den Vergleich zwischen Drehung und Re- 
duktionskraft des beim Fermentabbau gebildeten Zuckers. 

Bei der Einstellung auf die geeignete Wasserstoffionen- 
konzentration, deren Optimum wir der Wirkung von Malz- 
amylase auf Stirke analog bei p, = 5 fanden, gelang es uns 
im Gegensatz zum amylolytischen Starkeabbau, eine 100°/, ige 
Spaltung des Lichenins durch das Ferment zu erreichen. Bei 
einer Substratkonzentration von 0,175°/, folgte die Spaltung 
in den ersten 5 Stunden bis zu etwa 50°/, iger Hydrolyse des 
Lichenins dem Verlaufe der monomolekularen Reaktion. 

Wir beobachteten, daB das Lichenin bei der Siurehydro- 
lyse relativ schwer aufgespalten wird: als wir den Verlauf der 
Spaltung mit 5°/,iger Salzsiure zwischen Lichenin und Starke 
bei gleicher Konzentration won 0,3°/,, der Schwerléslichkeit 





1) Biochem. Zs. Bd. 45, S. 452 (1912). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 33, S. 161 (1918). 

3) Chemie der Enzyme, II. Teil, S. 73, Miinchen u. Wiesbaden (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 112, S. 193 (1921). 

°) H, Pringsheim u. W. Fuchs, Chem. Ber., im Druck. 
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des Lichenins in Wasser Rechnung tragend, bei 55° verglichen, 
fanden wir, daB die Stirke ungefiihr zweimal so schnell ge- 
spalten wurde wie das Lichenin. 
re Trotzdem wir Speichel wie auch Pankreatin, die beide 
I Stiirke gegeniiber stark aktiv waren, unter den verschiedensten 
n Acidititsbedingungen auf das Lichenin einwirken lieBen, konnten 
wir durch diese Enzyme keinerlei Angriff erzielen. Ebensowenig 
8 ist es uns gegliickt, das Isolichenin durch die Malzamylase zu 
h hydrolysieren, denn die geringe, von uns beobachtete Spaltung 
n muB einer Beimengung von Lichenin zugeschrieben werden; doch 
" dirfte es von nun an gelingen, das Isolichenin vom beigemengten 
P Lichenin durch die Wirkung der Malzamylase zu _ befreien. 
e Die Frage, ob der fermentative Abbau des Lichenins durch 
r die Malzamylase selbst oder durch ein dem dialysierten, wiB- 
t rigen Malzauszug beigemengtes, anders geartetes Ferment ver- 
‘ anlaBt wird, ist zurzeit noch offen. 
! Eine Licheninlésung konnten wir durch den Bacillus macerans tr 
1 nicht in Garung versetzen, wohingegen die Vergiirung des Isoliche- | 
nins, welches ja mit der Stirke die Jodfarbung teilt, stiirmisch ver- 
lief; doch lieBen sich in der Girfliissigkeit die fiir den Stiirkeabbau 
. charakteristischen Polyamylosen nicht nachweisen, was uns als 
Beweis dafiir gilt, daB die Blaufarbung der Flechtenstiirke durch 
Jod nicht durch die Beimengung echter Stiirke veranlaBt wird. 


































Versuchsteil.') 


, - Zur Darstellung der Licheninlésungen mu8ten wir das 

3 getrocknete Lichenin in Wasser unter einem Uberdruck von 

2—3 Atm. in Lésung bringen, da beim Kochen mit Wasser 

nur eine Quellung und keine gleichmiBige Lisung zu erzielen 

) war. Bei der Anwendung eines Uberschusses an Lichenin 

. —  blieb nur etwa 0,5°/, in klarer Lisung, und auch davon flockt 
beim Altern ein gewisser Teil wieder aus. 

Da es infolge dieser Umstinde, wie tiberhaupt der Be- 

schaffenheit des Lichenins nicht méglich war, durch Lésen ; 

einer bestimmten Menge in Wasser zu Lisungen vorher be- 
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1) Isliindisches Moos sandte uns Herr Prof. v. Euler, Stockholm, 
wofiir wir bestens danken. 
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stimmbarer Konzentration zu gelangen, halfen wir uns anf 
folgende Weise: ein bestimmtes Volumen unserer Lésung, z. 8. 
10 ccm, wurde nach Vorversuchen zur Ermittlung der geeig- 
netsten Siurekonzentration in 5°/,ig salzsaurer Lésung 2 Stunden 
im kochenden Wasserbade hydrolysiert, die gebildete Zucker- 
menge nach der Neutralisation der Saéure mit Soda nach 
Bertrand ermittelt und, von der gefundenen Glucosemenge 
ausgehend, die Konzentration des in Lésung befindlichen 
Lichenins errechnet; nach den bei der Stirkehydrolyse ge- 
sammelten Erfahrungen setzten wir in unsere Rechnung 5°), 
als durch die Saure zerstérte Glucose ein. 

Nachdem sich in einem Vorversuch aus dem Ferment- 
hydrolysat Glucosazon vom Schmelzp. 205° (unkorr.) ohne Bei- 
mengung eines wasserléslichen Osazons hatte abscheiden lassen, 
setzten wir 25 ccm einer 0,35°/, igen Licheninlésung mit 10 ccm 
Phosphatputfer, p,, = 5, und 15 ccm Malzamylase an und lieBen 
bei 37° 1 Woche lang stehen, nach welcher Zeit gem&B unseren 
Erfahrungen eine voéllige Hydrolyse des Lichenins eingetreten 
sein muBte. Die mit Tierkohle geklirte Lisung ergab nach 
Bertrand 0,1225°/, Glucose. Die Lésung zeigte im 2 dm-Rohr 
eine Drehung von « =+0,129°. Daraus ergibt sich 


0,129 - 100 
eA 20 _— i: eae ean ae 
Le}B 2 + 0,1225 
was mit der spez. Drehung der Glucose genau iibereinstimmt. 


Bestimmung des Acidititsoptimums. 


Je 25 cem 0,35°/,ige Licheninlésung, 10 cem Phosphat- bzw. Citrat- 
puffer, 15 ccm Ferment. 














Citratpuffer Phosphatpuffer 








Bei PH - 


10 


» wit _ 57,86 81,16 100,8 99,50] 101,0 | 93,4 


37/43 4,9 | 5,0 | 5,7 | 60 | 66 | 








Kinetik der Fermentspaltung. 


150 cem 0,35°/,ige Licheninlésung, 60 ccm Phosphatpuffer, pu = 5,0, 
90 ccm Ferment. 





Nach Min. . 60 150 | 240 | 345 | 465 | 585 | 705 | 1800 
°/, Spaltung . | 11,06 | 25,71 | 38,57 | 45,90 | 58,49 | 59,66 | 62,23 | 73,29 
ee Tea ee 848 | 860 | 881 | 773 | 715 | 674 | 600 | 318 


cm 6,8 | 7,1 | 7,6 | 
o/, Spaltg. n. 24Stdn. |28,3/44,8 | 72,78 92,57) 91,77| 86,92 60,17 46,29) 85,7 }22,1/2 
0/ 195,22 65,97 41, 3 
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Vergleich von Starke und Lichenin bei der Siurehydrolyse. 
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if {epee , 
5°/, Saure, 0,3°/, Substrat, t = 55°. 
3 
S Nach Min. 30 | 90 | 150] 210 | 270 | 3830 | 390 | 450 
‘ sini { * Spaltung | 5,1 | 7,5 | 8,52 ]12,30]17,10] 19,98 | 22,86 | 25,71 
; en 626] 232] 152] 161 | 152 | 145 | 146 | 133 
b Fichenin { ‘/o Spaltung | 4,2] 4,7] 5,1 | 7,5 | 9,00] 10,44 | 12,30] 12,90 
: i eee 757| 3761 257 | 271 | 301 | 298 | 289 | 287 
n = < 
Diastatische 
Spaltung des Lichenins. 
0 Zeit 
5h 10h 15h agh o5h 30h Siurespaltung 
80;-— von Starke und Lichenin. 
70 - —t— Zeit 
pe : y : 
; > th of ghyh sheh zh gh 
" 60h =. — 
| yf o 2 
oO) 50 ——- 25+— 7 
: g a | Pg 
~) / | “f 
2 40 @ 20}-—— +3 
, © = By 
a. / | S | ? 
fY 30+— — 5 15 = | 
3 a8 “- / <r | 
20+-+-—}+-—_|—_+_}+_ + Gt 10 —- — er 
se 
ss ae, 
10 3 | 
th ae ati _ 
Fig. 1. ' Fig. 2. 


Die Versuche mit Speichel und Pankreatin wurden bei 
einer p,, 4,2—8,4 fiir Speichel und 5,2—7,9 fiir Pankreatin 





mit negativen Ergebnissen angestellt. 


Uber den Gehalt der normalen Cerebrospinalfliissigkeit des 
Menschen an Phosphaten und Sulfaten. 


Von 


Dr. Felix Haurowitz. 





(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, April 1923.) 

Gelegentlich einiger Analysen von Liquor cerebrospinalis 
konnte ich bei Durchsicht der Literatur feststellen, daB die 
von verschiedenen Autoren angegebenen Werte fiir den Phos- 
phat- und Sulfatgehalt der normalen Cerebrospinalflissigkeit 
betrichtlich voneinander abweichen und — im Gegensatz zu 
der allgemein als konstant angenommenen Zusammensetzung 
dieser Fliissigkeit — groBe Schwankungen bei den untersuchten 
Fallen aufweisen. Die bei krankhaften Zustinden vorgefun- 
denen Abweichungen hielten sich meist in den Grenzen dieser 
Schwankungen und erschienen daher nicht nur mir, sondern 
auch anderen Autoren als problematisch. Aus diesem Grunde 
habe ich die vorliegende Untersuchung vorgenommen, wobei 
ich hoffte, Vergleiche zwischen dem Phosphat- und Sulfatspiegel 
des Liquors und des Blutes anstellen zu kénnen und damit 
einen Beitrag zur Frage der Liquorgenese zu liefern. 


I. Bestimmung des Gesamtphosphors. 

Der P-Gehalt der Cerebrospinalflissigkeit wurde meist 
bei Geisteskranken festgestellt. Die angegebenen Resultate 
differieren erheblich. Eine Zusammenstellung und Kritik der- 
selben gibt Mestrezat.’) Derselbe bestimmte einmal in einer 
Mischung von 20, ein zweites Mal in einer solchen von 6 nor- 









































Gehalt der normalen Cerebrospinalfliissigkeit des Menschen usw. 29] 





malen Liquores den Gesamt-P. Er fand 0,0029 bzw. 0,0031°/, 
P,0,. Donath’) fand mit Molybdatfallung im nativen Liquor 
und Titration nach Neumann bei verschiedenen Erkrankungen 
0,0026—0,0508°/, P,O,. Seine Resultate wurden von Nonne 
und Apelt*) angegriffen. Apelt und Schumm‘) fanden mit 
ihnlicher Methodik bei Geisteskranken Werte, die untereinander 
weniger differierten, nimlich 0,0016—0,0091°/, P,O,. 


5 EKigene Methodik: Das Verfahren von v. Lorenz®) und Neubauer 
und Lickert®) gestattete es mir, neben mehreren Einzelbestimmungen 
auch Doppelbestimmungen auszufitihren. Die untersuchten Liquores 
stammten aus der chirurgischen Klinik Prof. Schloffers und wurden 
stets am Tage der Operation weiterverarbeitet. Die abgemessene Menge 
wurde im Silbertiegel eingedampft, mit ein wenig Soda und Salpeter 
aufgeschlossen, in Schwefelsdiuresalpetersiiuremischung gelést und in der 
von Pregi’) angegebenen Weise mit Ammonmolybdat gefallt, am Gooch- 
tiegel filtriert, mit Ammonnitrat, Alkohol und Aceton gewaschen, letztere 
im Vakuum entfernt, schlieBlich der Tiegel gewogen. In 2 Fillen wurden 
Doppelbestimmungen gemacht. Der Mittelwert aus 13 gut stimmenden 
Werten war 0,0041°/, P,O, oder 0,0018°/, P. Der Gehalt an P,O, wurde ig 
aus dem Gewicht des gewogenen Ammoniumphosphomolybdats durch 
Multiplikation mit 0,0332 (Pregl) erhalten. Bei einer Bestimmung 
(Nr. 24) wurde die Wigung auf der Mikrowage vorgenommen. 





























Nr. | Name Klinische Diagnose ee Pong P20; 
ecm mg lo 
1|St.Br.] Hernia. . . .... 4 15,0 19,2 0,0042 
7]R.8S. | Appendicitis chron. . . 7,5 9,5 0,0042 
15 |}A.K. | Rem mobilis ..... 15,0 16,7 0,0037 
16 | M. Pormumile. 3. kes 15,0 20,1 0,0044 
17 | Br. Hr.| Care. flexurae . . 8,0 10,1 0,0042 
18 |G.V. Fistula urethrae. . . . 6,6 8,2 0,0041 
» La 6,7 8,0 0,0040 
19 | H. Kl. | Prostatahypertrophie . . 5,4 6,4 0,0039 
” a 6,6 8,8 0,0044 
20 |J.K. | Ca.ves.felleae . .. . 10,2 13,5 0,0044 
21 ]J.R. | Cholelithiasis. . .. . 12,7 15,4 0,0040 
23 | A. 7. Ke Sethe 6,9 8,7 0,0042 
24 1, F.L. Appendicitis chron. . . 2,34 2,96 0,0042 
25 ]F.D. | Epilepsis traum. .. . 6,3 7,8 0,0041 { 
Ne 7,0 8,5 0,0040 } 
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II. Phosphorhaltige Bestandteile. 


Nach Mestrezat (a. a. O. 8. 150) ist ein Teil des Phos- 
phors organisch gebunden, denn direkte Uranyltitration im 
nativen Liquor gab ihm niedrigere Werte als die Totalanalyse 
Donath?) und Schumm4) fanden bei Geisteskranken mit ihn- 
lichen indirekten Verfahren ebenfalls gebundenen Phosphor. 
(Mott und Halliburton®), sowie Williamson’) wollen Nucleo- 
proteide im Liquor von Paralytikern gefunden haben. Mestrezat 
a. a. O. S. 245) und Nonne und Apelt%) haben jedoch in 
solchen Liquores mit Essigsiure niemals eine Triibung be- 
kommen. Ich selbst habe in der normalen Cerebrospinalfliis- 
sigkeit weder Protein-P, noch Phosphatid-P nachweisen kénnen. 
Der gesamte Phosphor war dialysabel. 

Versuche. Nr. 27. P., 6, Hydrocele; 8 cem Liquor mit Essig- 
siiure ganz schwach angesiuert, gekocht, filtriert, dreimal heiB gewaschen; 
Riickstand mit Filter verascht, mit Soda und Salpeter aufgeschlossen, 
wie oben weiter behandelt. Mit Ammonmolybdat keine Fallung. 

Nr. 28. J. H., 9, 28 J., Cholelithiasis; 5 cem Liquor mit Trichlor- 


essigsiure gefallt, filtriert, kalt gewaschen, wie oben weiter behandelt. 
Kein Phosphor im EiweiBniederschlag nachweisbar. 

Nr. 29. M.Sm., 9, 26 J., Appendicitis; 8 cem Liquor im Vakuum 
eingedampft, mit Ather extrahiert, Extrakt im Platintiegel mit Soda und 
Salpeter aufgeschlossen. Kein Phosphor nachweisbar. 

Nr. 30. J.J., &, 47 J., Appendicitis; 7 cem Liquor in Schleicher- 
Schiilldialysierhiilsen 2 Tage unter stiindigem Riihren und hiufigem 
Wechsel gegen destilliertes Wasser dialysiert. Der eingedampfte und 
veraschte Inhalt der Hiilsen war P-frei. 


Nr. 86. J. T., 9, 46 J., Femoralhernie; 5 cem Liquor in gleiche: 
Weise dialysiert, geben das gleiche Resultat. 


Da das Serumalbumin P-frei ist, das Serumglobulin nur 
Spuren P enthalt (Bywaters und Tasker?®), besteht kein 
Grund, mit Donath?) anzunehmen, daB fir Protein-P ein be- 
stimmter Betrag vom Gesamt-P in Rechnung zu ziehen sei. 
DaB die Molybdatfallung im enteiweiBten Liquor kleinere Re- 
sultate liefert als nach Veraschung, geniigt wohl noch nicht 
als Beweis fiir die Anwesenheit gebundenen Phosphors, da die 
Vollstandigkeit dieser Fallung bei Gegenwart von verschiedensten 
organischen Substanzen neben kleinen Mengen von Phosphaten 
erst bewiesen werden miiBte. 
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III. Bestimmung des Gesamtschwefels. 


:- Kinzelbestimmungen des Schwefels im Liquor cerebro- * 
n spinalis wurden nur sehr selten vorgenommen. Mestrezat | 
e (a. a. O. S. 152) fand in vier solchen 0,071, 0,049, 0,0497 und 
, 0,090 mg SO, in 100 ccm Liquor. Er fand ferner in einer 
Mischung von 20 normalen Liquores 0,028 mg SO, in 100 ccm.*) 
Er schatzt den anorganischen Sulfatschwefel auf etwa ein 
Drittel dieses Wertes. Kiirzlich hat Meyer-Bisch) Bestim- 
mungen an drei normalen und acht pathologischen Cerebro- 
spinalfliissigkeiten mitgeteilt. Er bestimmte den Sulfatschwefel 
durch Fallung mit BaCl, im Dialysat, den_ ,,Ester“schwefel 
durch Hydrolyse des Dialysierriickstands und Fallung mit BaC),. 
Seine Resultate bei Normalen sind: 0,0338, 0,0561 und 0,0196 °/, 
Sulfat-H,SO, und 0,0024, 0,0140 und 0,0084°/, Ester-H,SO,. 
Eigene Methodik: Die von Pregl") angegebene, auBerordentlich 
exakte Schwefelbestimmungsmethode fiir kleine Mengen organischer Sub- 
stanz eignet sich leider nicht zur Untersuchung physiologischen Materials 
wegen der stets vorhandenen Kationen, die das entwickelte SO, am 
Entweichen und damit am quantitativen Auffangen in der Vorlage be- 
hindern. Pregl empfiehlt fiir soleche Fille eine der Cariusschen nach- 
gebildete Mikromethode, die auch Donau"’) bereits angegeben hatte. 
Um das Eindampfen der Cerebrospinalfliissigkeit vor dem Aufschlu8 zu 
vermeiden, habe ich auch andere AufschluBmethoden auf ihre An- 
wendbarkeit als Mikromethoden untersucht. 
Der elektrolytische AufschluB nach Gasparini’) hat den Vorteil, 
daB die Fliissigkeit nicht eingedampft werden muB, sondern direkt mit 
HNO, versetzt und oxydiert wird. Es wurden im ganzen 21 Analysen 
an 13 Liquores vorgenommen. Die erhaltenen Resultate waren auBer- 
ordentlich schwankend und erwiesen sich spiter als zu hoch, da infolge 
Anwesenheit von Chloriden kleine Mengen der Elektroden in Lésung 
gingen, die sich beim Abrauchen mit HCl teilweise abschieden und mit 
dem Bariumsulfatniederschlage ausfielen. 
Der Aufschlu8 mit Na,O, im Nickeltiegel nach Asboth") ergab 
ebenfalls schwankende Werte, die sich spiter als zu hoch erwiesen. 
Bessere Resultate wurden erhalten, wenn der Aufschlu8 vorsichtig iiber : 
der Spiritusflamme im Silbertiegel vorgenommen wurde, so, daB sich die i 
mit Wasser aufgenommene Natronschmelze klar in HCl léste. Die in 





*) Mestrezat hilt die vier ersten Werte fir richtig und vermutet, 
daB der niedrige Wert von 0,028 mg auf die Gegenwart abnorm S-armer 
Liquores in der Mischung zuriickzufiihren sei. 
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14 Bestimmungen an 7 Liquores erhaltenen Resultate sechwankten noch 
betriichtlich, da ein genaues Dosieren des Na,O,-Zusatzes technisch kaum 
méglich war. 

Es wurde schlieBlich die von Donau und Pregl angegebene Mikro- 
methode nach Carius angewandt, die ich in einigen Punkten dein 
Untersuchungsmaterial entsprechend modifiziert habe. Als Bestim- 
mungsmethode wurde die gravimetrische gewahlt und den auch neuer- 
dings angegebenen nephelometrischen °) und Sedimentierungsmethoden "”) 
vorgezogen, da mir in diesem Falle die Bestimmung absoluter GréBen 
wertvoller schien als die Gewinnung relativer (Vergleichs-)Zahlen. Die 
titrimetrischen Methoden der H,SO,-Bestimmung erwiesen sich bei den 
kleinen zur Verfiigung stehenden Mengen als unzuliinglich. 

Donau und Pregl! hatten gezeigt, daB die Fillung der Sulfate 
in ihren AufschluBfliissigkeiten, die neben SO,-Ionen bloB Cl- und NH,- 
Tonen enthielten, quantitativ vor sich ging. Ihre Resultate differierten 
maximal um 0,005 mg BaSQ, (Pregl), bzw. 0,5°/, des Wertes (Donau). 
Die Bestimmung in physiologischem Material setzt die Anwesenhcit 
stérender Aschenbestandteile voraus; die Berechtigung, in Anwesenheit 
derselben die Fallung als quantitativ anzusehen, muBie erst erbracht 
werden, da ja BaSO, in Alkalisalzen etwas léslich ist, andererseits solche, 
wie auch BaCl,, bei der Fillung adsorbiert.'’) Ich léste in iiberschiissiger 
HCl 7,43 g Na,CO;, 0,37 g K,CO,, 1,7 cem n-CaCl,, 0,05 g MgO, 3 cem 
n/100-FeCl,, 4 cem n/10-Na,HPO, und 8 cem 3°/, iges NH, entsprechend 
der von Mestrezat angegebenen Zusammensetzung der Cerebrospinal- 
fliissigkeit. Ich dampfte auf dem Wasserbade ein und léste in 1000 cem 
destillierten Wassers unter Zusatz von 10 cem 2n-HCl und 4,68 cem 
n/10-H,SO,.*) Abgemessene Mengen dieser Lésung wurden nun mit BaCl, 
gefillt und BaSO, gewogen (Methodik siehe unten). 



































2 4 ? S Berechnet S Differenz S 
Hley;e] 
com |eem | ccm mg mg "le mg | % mg | % 
10 | 0 | 1 | 0,530] 0,073 |0,00073] 0,075 | 0,00075] --0,002 | —0,00002 
8 | 2 | 1 | 0,474 | 0,065 |0,00082] 0,060 | 0,00075] +0,005 | +0,00007 
6 | 4 | 1 | 0,848 | 0,047 |0,00078] 0,045 | 0,00075 | +0,002 | +0,00008 
5 | 5 | 1 | 0,275 | 0,088 |0,00076] 0,038 ; 0,00075] 0,000 ; +0,00001 
4 6 1 | 0,232 | 0,032 |0,00080] 0,030 | 0,00075] +0,002 | +0,00005 
3 | 7 | 1 | 0,183 | 0,025 |0,00082] 0,023 | 0,00075 | +0,002 | +0,00007 
2 | 8 | 1 | 0,073 | 0,010 |0,00050] 0,015 | 0,00075 | —0,005 | —0,00025 
1 | 9 | 1 | 0,095 | 0,013 }0,00130] 0,008 | 0,00075 | +0,005 | +0,00055 


*) Etwas weniger als dem von Mestrezat angegebenen SO,-Gehalt 
entsprechend. 
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Die Genauigkeit der Bestimmung scheint demnach unabhingig 
von der Verdiinnung im angewandten Mengenverhiltnis und betrigt 
+ 0,005 mg S. Die gleichen Resultate erhielt ich bei Zusatz von 0,1 
bis 1,0 Teilen 10°/, iger BaCl,-Lésung; die Werte waren also auch von 
der Konzentration des BaCl, im angewandten Mengenverhiltnis un- 
abhiingig. Die Bestimmungen waren somit anwendbar, wenn man sich 
mit der oben angegebenen Genauigkeit von + 0,005 mg S begniigte. In 
Anbetracht dessen, daB mir Mengen von 4 ccm Liquor und mehr zur 
Verfiigung standen, schien mir diese Genauigkeit geniigend, um die 
gravimetrische Methode anderen vorzuziehen. 


Ausfiihrung der S-Bestimmung. Der klare Liquor wurde in 
den von Pregl] beschriebenen Weichglasbombenréhrchen im Vakuum 
eingedampft, indem je 0,5 ccm eingefiillt und abgedampft wurden. Beim 
Kindampfen bewihrte sich eine kleine Glaskappe, die auf das Réhrehen 
mit Gummischlauch aufgesetzt wurde und ein secitliches Rohr zur Pumpe 
besaB, sowie einen eingeschmolzenen Trichter mit Hahn, der in das 
Bombenréhrchen hineinreichte. Nach der letzten Zugabe des Liquor 
wurde mit Wasser nachgespiilt und neuerlich eingedampft. Dieses Vor- 
gehen wurde dem Eindampfen am Uhrglas oder im Schilchen vorgezogen, 
da der eingedampfte Liquor fest am Glase haftete und eine quantitative 
Uberfithrung in das Rohr, ohne mit Wasser zu spiilen, unméglich war. 
Ks wurde dann mit 0,5 eem konz. HNO, ohne Zusatz von BaCl, 1 Stunde 
bei 200° erhitzt. Die mit Wasser verdiinnte AufschluBfliissigkeit wurde 
am Wasserbade dreimal mit je 1 cem konz. HCl] abgeraucht. Dies ge- 
schah im Vakuum, da Eindampfen am offenen Wasserbade gelegentlich 
zu hohe Resultate gab (vgl. Lieben®™). Nach dreimaligem Eindampfen 
in einem mit eingeschliffenen Glasstopfen verschlieBbaren Destillations- 
kélbchen war die Diphenylaminreaktion auf HNO, negativ. Es wurde 
nun mit 5 cem Wasser in einem Platintiegel gespiilt, mit je 2,5 cem 
Wasser zweimal nachgespiilt und nun genau nach der Vorschrift Pregl s 
mit BaCl, gefiillt und am Mikro-Neubauertiegel gewogen. War aus dem 
Glase etwas SiO, in Lésung gegangen, so fiel es bei dem Abrauchen 
mit HCl aus und triibte die Lésung. In solchen Fillen wurde vor Uber- 
fiihrung in den Platintiegel mittels Sechwingerscher Nutsche (vgl. Pregl], 
a. a. O., S. 178) durch ein aschenfreies Filterchen von 8 mm Durchmesser 
aus Schleicher-Schiill Nr. 589 filtriert und das Filtrat in den Platin- 
tiegel gebracht. 

Es wurden im ganzen 32 Bestimmungen an 18 Liquores nach dieser 
Methode vorgenommen. Doch erwiesen sich nur solche als brauchbar, 
die mit mehr als 3 cem Liquor angestellt wurden, da sonst der oben 
bestimmte analytische Fehler die Resultate zu wenig priazise machte. 
Ich beschrinke mich daher auf die Wiedergabe der Bestimmungen mit 
Mengen iiber 3 ccm. 





~ 
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Nr. | Name | Klinische Diagnose eines inne ‘ 
ecm mg mg | °/o 
68 ees Hernia cicatr. . . 7,0 0,575 | 0,073 | 0,0011 
72 F. 8. Appendicitis acuta . 4,0 0,364 | 0,050 | 0,0012 
15 | FH. ‘ » + | 8,0! | 0,287 | 0,039 | 0,0013 
17 I. E. Prostatahypertr.. . 4,0 0,314 | 0,043 | 0,0011 
78 A.W. | Appendicitis acuta. 5,0 0,385 | 0,053 | 0,0011 
79 | V.P ate 5,0 | 0,446 | 0,061 | 0,0012 
; —— 3,0! | 0,171 | 0,023 | 0,0008 
87 V. E. Uleus duodeni . . 4,8 0,355 | 0,049 | 0,0010 
88 K. 5. Quadriceps? . . . 5,0 0,423 | 0,058 | 0,0012 
. S ae 5,3 | 0,429 | 0,059 | 0,0011 
94 | R.Ch. | Hernia. . . . . | 4,5 | 0,352 | 0,048 | 00011 
» «+ ss . | 4,5 | 0,411 | 0,056 | 0,0012 
95 | J.J. Ca.recti . .. . | 4,0 | 0,354 | 0,049 | 0,0012 
>» oe eee | 86) T 0,258 | 0,085 | 0,0010 




















Unter Zugrundelegung des analytischen Fehlers von + 0,005 mg S 
ergibt sich die folgende Fehlertabelle fiir Liquormengen von 1,0 bis 
7,0 cem. 














Liquor cem | Analyt. Fehler in %/, 8 | ree eee DTS 
1,0 + 0,0005 + 469/, 
2,0 + 0,00025 + 23 
3,0 + 0,00017 4: 15 
4,0 + 0,00018 +11 
5,0 + 0,00010 + 9 
6,0 4- 0,00009 + 8 
7,0 + 0,00007 + 6 








Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB der Fehler bei Mengen 
von 3,0 ccm abwirts betrichtlich anwichst. Ich habe daher 
der Berechnung des Mittelwertes nur die Untersuchungen mit 
mehr als 3,0 ccm Material zugrundegelegt und erhalte aus 
diesen als Mittelwert 0,0011°/, S (d. i. 0,0028°/, SO,). Dieser 
Wert ist identisch mit dem von Mestrezat in einer Mischung 
von 20 normalen Liquores gefundenen. Mestrezat hat ihn 
als zu niedrig bezeichnet und einen doppelt so hohen aus 
3 Einzelbestimmungen gewonnenen Wert vorgezogen. Die 
Schwankungen der S-Werte der mitgeteilten Tabelle halten 
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sich innerhalb der Grenzen des oben bestimmten analytischen 
Fehlers von + 0,005 mg S. Der folgende Versuch zeigt 
iibrigens in anderer Weise, daB die S-Werte durchaus nicht 
schwanken, sondern — wie dies fiir die Chlorwerte bekannt 
ist — ganz konstant sind. 

Je 3cem Liquor wurden wie oben nach Carius aufgeschlossen, 
nach Abrauchen mit konz. HCl in Wasser gelést und je 1 cem BaCl, 
zugefigt. Die Triibungen wurden nephelometrisch verglichen und 
ganz gleich befunden. Verwendete Fille: Nr, 89. K. K. Appendicitis; 
Nr. 90. F. S. Papilloma ves.; Nr. 91. A. St. Luxatio menisci; Nr. 92. 
I. P. Sarcoma femoris; Nr. 93. A. Fr. Cyste d. lig. ter. uteri. 


IV. Schwefelhaltige Bestandteile. 

Hin Teil des Gesamtschwefels der Cerebrospinalflissigkeit 
ist sicher als Proteinschwefel aufzufassen. Der Eiweibgehalt 
normaler Liquores betrigt nach Mestrezat 0,018°/,; drei Be- 
stimmungen nach der Methode von René Clogne?*) gaben 
mir denselben Wert. Legt man den EKiweiBkérpern den S-Gehalt 
der SerumeiweiBkorper zugrunde, d. i. 1—2°/, (Bywaters und 
Tasker?®), so ergibt sich fiir den Liquor ein Proteinschwefel- 
gehalt von 0,00018—0,00036°/, S oder etwa 1/,—1/, des Ge- 
samtschwefels. Eigene Versuche zeigten, daB ein Finftel 
des Gesamtschwefels an Eiwei8 gebunden sei. 

Versuche. Nr. 80?*) Care. flex. sigm.; 5 com Liquor mit 
Trichloressigsiure gefillt. Fallung des Filtrats mit BaCl, 
(nach AufschluB desselben in der beschriebenen Weise nach 
Carius) gibt 0,342 mg BaSOQ,, entsprechend 0,0009°/, S. In 
der aufgeschlossenen Trichloressigsiurefillung bei gleicher Be- 
handlung 0,061°/, BaSO, entsprechend 0,0002°/, S. 

Nr. 81. A. M. Fractura patellae 34 J. g; 2 cem Liquor 
werden in gleicher Weise behandelt, der BaSO,-Niederschlag 
jedoch nicht gewogen, sondern nephelometrisch verglichen. 
‘Triibung aus dem aufgeschlossenen Trichloressigsiureniederschlag 
verhilt sich zu der Triibung aus dem aufgeschlossenen Filtrat 
wie 1:5. 

Nr. 82. Gleicher Versuch an 2 ccm Liquor von M. R. 
23 J. Appendicitis. Resultat 1:5. 


*) Name und Alter unbekannt. 
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V. Cerebrospinalflissigkeit und Blutserum. 


Kramer und Tisdall*) haben kiirzlich die Verteilung 
der einzelnen Kationen im Serum und den roten Blutkérper- 
chen bestimmt und tabellarisch mitgeteilt, Weston und Ho- 
ward?!) haben mit den Methoden der beiden erstgenannten 
Autoren die Kationen in der Cerebrospinalfliissigkeit untersucht 
und den Serumwerten gegeniibergestellt. Werden die neuen 
Werte fiir Sulfate und Phosphate mit den iibrigen Werten der 
genannten Autoren kombiniert, so ergibt sich daraus die fol- 
sende tabellarische Ubersicht. 
































Serum Liquor 

es Th i ——_- 9 v. ke Differenz 

6: g-Aquiv. oJ | g-Aquiy. 

‘© ° | i Eater o | i. Liter 
Na 0,335 | 0,1460 | 0,332  0,1445 0 
K 0,022 | 0,0055 | 0,013 0,0033 | — 40%, 
Ca 0,0104 | 0,0052 0,0054  0,0027 — 509/, 
Mg 0,0025 | 0,0020 | 0,0025  0,0020 0 
Total |. 0,1587 0,1525 | — 0,0062 g-Aqu. 
Cl 0,360  0,1010 | 0,442 | 0,1240 | + 22°), 
HPO, | 0,0092  0,0010 | 0,0055 0,0006 | — 40%, 
SO, 0,0235  0,0050 | 0,0027 0,0006 | — 88°, 
HCO, | 0,1630 0,0267 | 0,072  0,0118 | — 58°, 
Total | 0,1337 | 0,1370 | + 0,0033 g-Aqu. 

BaseniiberschuB 0,0250_ | 0,0155 | — 0,0095 g-Aqu. 


Simtliche Werte fiir Na, K, Ca und Mg stammen von 
Weston und Howard?}), der Cl-Wert im Blut von Kramer 
und Tisdall*), jener im Liquor von Mestrezat. Der CO,- 
Wert im Blut ist ebenfalls Kramer und Tisdall entnommen; 
er stammt von Smith, Means und Woodwell*), Die CO, 
im Liquor wurde von Mestrezat und von Mott bestimmt.**) 
Die Werte fiir HPO, (die Schreibweise wird von Kramer und 
Tisdall begriindet) im Blutserum differieren ein wenig bei 
verschiedenen Beobachtern. Der zitierte Wert stammt von 
Bloor.*4) Denis und Hobson”) fanden kiirzlich 0,0080°/,, 
Tolstoi*®) fand 0,077—0,0103°/,. Zucker und Gutmann?) 

















Gehalt der normalen Cerebrospinalfliissigkeit des Menschen usw. 299 


fanden bei beschleunigter Untersuchung etwas mehr; sie nehmen 
an, daB bei langsamer Untersuchung Phosphate in das Blut- 
serum diffundieren. Der SO,-Wert des Blutserums stammt 
von Heubner und Meyer-Bisch?); er wurde an 300 ccm 
Blut bestimmt, scheint daher genauer als die Werte der an 
kleinen Blutmengen vorgenommenen Untersuchungen Denis?*); 
der letztere fand 0,015—0,030°/, SO, Der Phosphat- und 
Sulfatwert des .Liquor sind die von mir oben erhaltenen 
Mittelwerte. 

Die Abnahme einiger Kationen und die geringere Basi- 
zitit der Cerebrospinalfliissigkeit gegeniiber dem Blutserum er- 
klart sich wohl daraus, daB bloB ein Teil des Serumalkalis diffu- 
sibel ist (Zuntz, Loewy und Hamburger zit. n. Mestrezat 
a.a.O. 8. 174). Im iibrigen méchte ich hier auf theoretische 
Krérterungen verzichten. Es sei mir nur gestattet darauf hin- 
zuweisen, dab die Werte fir S und P mit der in jiingster Zeit 
mehrfach erérterten Ultrafiltrationstheorie (vgl. Mestrezat 
a.a.O., van Crefeld und de Haan*) und Becht*!) m. E. 
nicht ohne weiteres in Kinklang zu bringen sind. Sowohl fiir 
S als auch fiir P sind die Werte in der Cerebrospinalfliissig- 
keit viel geringer als im Blutserum. Nach den Daten, welche 
die zitierten Autoren vorgelegt haben, ist es nicht auszuschlieBen, 
da8 adialiysable Schwefel- und Phosphorverbindungen des Blut- 
serums infolge der eingreifenden Behandlung als freie Ionen 
erschienen. Meyer-Bisch hat kiirzlich die bereits oben zi- 
tierten 3 Werte fiir den Sulfatgehalt normaler Liquores mit- 
geteilt, die simtlich héher sind als die Werte im Blutserum. 
Sie weisen jedoch untereinander derartige Schwankungen auf, 
daB sie nicht zur sicheren Basis dienen kénnen (0,0338, 0,0561 
und 0,0196°/, H,SO,). 


Zusammenfassung. 
1. Die normale Cerebrospinalfliissigkeit des Menschen ent- 
halt im Mittel 0,0018°/, P und 0,0011°/, S. 
2. Protein-P und Phosphatid-P sind nicht nach- 
weisbar; der gesamte Phosphor wird als anorganisches Phos- 
phat auigetaBt. 
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3. Kin Fiinftel des S-Wertes entfallt auf Protein- 
schwefel, der Rest auf anorganische Sulfate. 

4. Im Gegensatz zu friheren Beobachtungen wird fest- 
gestellt, daB sich die S- und P-Werte eben so konstant 
verhalten wie etwa die Cl-Werte der Cerebrospinalfliissigkeit. 

5. Die Cerebrospinalfliissigkeit des Menschen enthilt be- 
deutend weniger Sulfate und Phosphate als das Blut- 
serum. 


Den Assistenten und Arzten der chirurgischen Klinik 
Prof. Schloffer bin ich fir die Uberlassung des groBen Unter- 
suchungsmaterials zu besonderem Danke verpflichtet. 


Literatur. 


1) Mestrezat, le liquide céphalo-rachidien 1912, S. 37 u. 150. 
2) Donath, Diese Zs. Bd. 42, 8. 141 (1904); Arch. f. Psychiatr. 
Bd. 43, S. 1356 (1907). 
3) Nonne u. Apelt, Arch. f. Psychiatr. Bd. 43, 8. 483 (1907). 
4) Apelt u. Schumm, Arch. f. Psychiatr. Bd. 44, S. 845 (1908). 
5) v. Loreng, zit. n. Fres. Ztschr. Bd. 46, S. 193 (1907). 
6) Neubauer u. Liicker, Fres. Ztschr. Bd. 51, S. 168 (1912). 
7) Pregl, Mikroanalyse 1923, S. 151. 
8) Mott u. Halliburton, Philos. Transact. roy. soc. London 
Bd. 191, S. 211 (1899), zit. n. Mestrezat S. 245 u. Tierch. 1899, S. 95. 
9) Williamson, Lancet 1909, S. 1047, zit. n. Mestrezat S. 245. 
10) Bywaters u. Tasker, Journ. of physiol. Bd. 47, 8. 149 (1918). 
11) Meyer-Bisch, Ztschr. f. klin. Med. Bd. 94, S. 265 (1922). 
12) Pregl, a.a. QO. S. 105. 
13) Donau, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 33, 8. 169 (1912). 
14) Gasparini, Ch.-Ztg. Bd. 31, 1907, zit. n. H. Meyer, Analyse 
u. Konstitutionsermittlung 1916, S. 250. 
15) Asboth, Ch.-Ztg. Bd. 19, S. 2040 (1895), zit. n. H. Meyer, 
a. a. QO. S. 223. 
18) Z. B. Denis, Journ. of biol. chem. Bd. 49, S. 317 (1921). 
17) Z. B. de Boer, Journ. of physiol. Bd. 51, S. 211 (1917). 
18) Hintz u. Weber, Fres. Ztschr. Bd. 45, S. 31 (1906) u. Bd. 45, 
S. 717 (1906). 
19) René Clogne, Journ. pharm. chim. Bd. 16, S. 326 (1918), zit. 
n, Chem. Zbl. 1918, S. 1077. 
20) Kramer u. Tisdall, Journ. of biol. chem. Bd. 53, S. 248 (1922). 
21) Weston u. Howard, Arch. of neur. and psych. Bd. 8, 8. 197 
(1922), zit. n. Ber. tib. d. ges. Phys. u. Pharm. Bd 15, S. 518 (1922). 
























Gehalt der normalen Cerebrospinalfliissigkeit des Menschen usw. 301 





22) Smith, Means u. Woodwell, Journ. of biol. chem. Bd. 45, 
S. 245 (1920/21). 

23) Mott, zit. n. Mestrezat, a.a. QO. S. 150. 

24) Bloor, Journ. of biol. chem. Bd. 36, S. 33 (1918). 

25) Denis u. Hobson, Journ. of biol. chem. Bd. 55, S. 185 (1923). 

26) Tolstoi, Journ. of biol. chem. Bd. 55, 8. 159 (1928). 

27) Zucker u. Gutmann, Proce. soc. exp. biol. and med. Bd. 19, 
S. 169 (1921/22), zit. n. Ber. iib. d. ges. Phys. u. Pharm. Bd. 13, 8. 456 
(1922). 
28) Heubner u. Meyer-Bisch, Biochem, Zs. Bd.122, 8. 120 (1921). 
29) Denis, Journ. of biol. chem. Bd. 49, 8S. 317 (1921). 
30) van Crefeld u. de Haan, Biochem. Zs. Bd. 123, S. 192 (1921) 
31) Becht, Amer. journ. of physiol. Bd. 5!, 8S. 1 (1920). 
32) Lieben, Mon.-H. fiir Chemie Bd. 18, S. 286 (1892). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie, CXXYVIII. 


Untersuchungen 
iiber den Phosphorstoffwechsel des Nervensystems. 
I. Mitteilung. 


Von 


Elisabeth Hecker und Hans Winterstein. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Rostock ) 
phy g 


(Der Redaktion zugegangen am 19%, April 1923.) 


i 

Der Gedanke, daB das Nervensystem, das an Phosphatiden 
reichste Gewebe, Sitz eines besonders regen Phosphorstoff- 
wechsels sei, da& vor allem sein Erregungsumsatz, also auch 
die geistige Arbeit, mit einem solchen einhergehe, ist schon 
ziemlich alt. Schon 1853 will Mosler?) beobachtet haben, 
dab bei intensiver geistiger Arbeit die Gesamtphosphorsiure 
des Harns um die Halfte, die an Alkali gebundene um }/,, 
die an Erdalkalien gebundene auf das Dreifache zunahm. Noch 
eine ganze Anzahl dhnlicher Daten tiber angebliche Ande- 
rungen der Phosphorsiureausscheidung unter dem Hinfluf 
geistiger Arbeit oder pathologischer Excitationszustiinde bei 
Geisteskrankheiten finden sich bei Thorion ?) zusammengestellt, 
der an sich selbst unter moglichst gleichmiBigen, nur durch 
das AusmaB geistiger Titigkeit unterschiedenen Perioden dic 
Anderung der Harnzusammensetzung untersuchte. Aber auch 





') E. Mosler, Beitriige zur Kenntnis der Urinabsonderung bei ge- 
sunden, schwangeren und kranken Personen. Dissertation. GicBen 1853 
(zit. n. Thorion). 

*) H. Thorion, Recherches relatives 4 Vinfluence du travail in- 
tellectuel sur les variations de quelques éléments de l'urine. Thése 
Nancy 1893. 
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seine Versuche sind wie die seiner Vorgiinger fiir die vorliegende 
Frage vollkommen wertlos, da sich die Untersuchung immer 
nur auf die Phosphorsiiure des Harns erstreckte und nirgends 
eine vollstiindige P-Bilanz aufgestellt wurde, ganz abgesehen 
davon, daB selbst der exakte Nachweis von Anderungen der 
letzteren bei geistiger Arbeit immer noch nicht beweisen wiirde, 
daB es sich dabei wirklich um in den Nervenzentren selbst 
sich abspielende chemische Vorgiinge handeln muB (s. u.). 

Neverdings haben Kestner und Knipping?) die Wirkung 
geistiger Arbeit auf den Phosphorsiiuregehalt des Blutplasmas 
untersucht und unter dem Einflu8B schwer verdaulicher Lektiire 
geradezu enorme Steigerungen der Blutphosphorsiiure gefunden, 
wie die folgende Tabelle zeigt, welche den Phosphorsiiuregehalt 
von 1000 ccm Plasma in Milligramm bei 5 Versuchspersonen 
vor und nach der geistigen Arbeit wiedergibt: 


Vorher: Nachher: Steigerung in °,: 
1 177 398 125 
2 204 352 73 
3 113 231 105 
4 17 246 219 
5 105 125 18 


Da diese Steigerung des Phosphorsiuregehalts zu der in 
den Respirationsversuchen beobachteten Steigerung des Gas- 
wechsels in keinem Verhiltnis stehen wiirde, so folgern die 
Autoren, daB die geistige Arbeit mit keiner in Betracht kom- 
menden Steigerung der Verbrennung, wohl aber mit Prozessen 
einhergehe, die zu einer starken Abgabe von Phosphorsiure 
an das Blut fiihren. 

Auf eine Kritik dieser Schlu8folgerungen wollen wir an 
dieser Stelle nicht eingehen, nur darauf muB hingewiesen werden, 
daB alle Schliisse, die aus Untersuchungen des Gesamtstoff- 
wechsels auf die im Zentralnervensystem sich abspielenden 
Vorgiinge gezogen werden, mit gréBter Reserve aufzunehmen 
sind, im negativen sowohl wie im positiven Sinne: Im nega- 


1, QO. Kestner u. H.W. Knipping, Die Ernahrung bei geistiger 
Arbeit, Klin. Wehschr. Bd. 1, 8. 1353 (1922); Knipping, Zs. Biol. Bd. 77, 
S, 165 (1922). 
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tiven, weil das Fehlen einer Anderung des Gesamtstoffwechsels 
fast niemals eine Folgerung auf den Umsatz eines Organs 
zulaBt, dessen Masse kaum 2—3°/, des Gesamtorganismus 
ausmacht, und im positiven, weil bei der engen Verkniipfung 
der Erregungsvorginge in den Nervenzentren mit solchen aller 
méglichen anderen Organe die beobachteten qualitativen oder 
quantitativen Anderungen des Stoffwechsels gar nicht durch 
die in den Nervenzentren selbst sich abspielenden Prozesse 
bedingt zu sein brauchen. 

Zuverlissige SchluBfolgerungen gestattet im allgemeinen 
nur die direkte Untersuchung des Nervensystems, wie sie 
bereits in einer gréBeren Zahl von Arbeiten aus dem hiesigen 
Institut an dem isolierten Zentralnervensystem des Frosches 
durchgefiihrt wurde. Auch diese Untersuchungen hatten ver- 
schiedentlich schon eine Beteiligung der Phosphatide am Ruhe-, 
sowohl wie am Reizstoffwechsel sehr nahe gelegt!): In der 
Versuchsfliissigkeit, in der das Froschriickenmark gehalten 
wurde, hatte sich Phosphorsiure nachweisen lassen, und die 
Umsatzverminderung, die durch Zusatz verschiedener Stoffe, 
vor allem von Zucker zu der Versuchsfliissigkeit sich erzielen 
lieB, erstreckte sich in zum Teil so weitgehend iibereinstimmender 
Weise auf stickstoffhaltige und auf ,,Fett‘-Substanzen, daB eine 
wenigstens teilweise Identitit beider als sehr wahrscheinlich 
bezeichnet werden mubBte. 

Die von Bloor?) ausgearbeitete nephelometrische Mikro- 
methode der Phosphorbestimmung erméglichte eine direkte 
Inangriffnahme dieses Problems an einem so kleinen Organ, 
wie es das Zentralnervensystem des Frosches darstellt. Immer- 
hin erwies es sich zur VergréBerung der Substanzmenge als 
zweckmiBig, sich nicht wie in den bisherigen Versuchen auf 
das Riickenmark zu beschrinken, sondern auch das Gehirn 
mit zu verwenden. Die Uberlebensdauer des isolierten Frosch- 
hirns steht hinter der des Riickenmarks keineswegs zuriick, 
denn wie der eine von uns bereits vor Jahren in anderweitig 





1) Vgl. besonders E. Hirschberg u. H. Winterstein, Diese Zs. 
Bd. 105, S. 1 (1919); Bd. 108, S. 9, 21 (4919). 
”) W. R. Bloor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, 8. 33 (1918). 
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nicht veréffentlichten Versuchen feststellen konnte, bleiben die 
durch den Hirnstamm vermittelten Reflexe am isolierten Kopf 
nach Entfernung des Schiideldaches in einer O-Atmosphire 
bei nicht zu hoher Temperatur (12—15°) unter Umstinden 
50—60 Stunden erhalten. — Die fiir die Bestimmung des Blut- 
phosphors ausgearbeitete, an Schwierigkeiten und Tiicken reiche 
Methodik Bloors bedurfte mannigfacher Modifikationen, um 
fiir den vorliegenden Zweck anwendbar zu sein; da nur bei 
peinlicher Beobachtung aller Kautelen brauchbare, dann 
aber wirklich sehr befriedigende Ergebnisse erzielbar sind, 
soll zuniichst eine genaue Beschreibung der von uns angewandten 
Methodik erfolgen. 


Il. Methodik. 


Die Methode beruht auf der nassen Verbrennung der zu 
untersuchenden Substanz mit konz. Schwefelsiure und Salpeter- 
siure, Fallung der Phosphorsiure in der verdiinnten und neu- 
tralisierten Lésung mitStrychninmolybdat und nephelometrischen 
Bestimmung des Triibungsgrades durch Vergleich mit dem aus 
einer Standardphosphorsiurelésung erhaltenen. 


a) Herstellung des Reagens. 


Von gréBter Bedeutung fiir die Erzielung genauer Re- 
sultate ist die Herstellung einer klaren und haltbaren Strychnin- 
molybdatlésung. Die Gewinnung einer solchen scheint von 
einer ganzen Anzahl noch nicht klar zu iibersehender Faktoren 
abzuhingen, unter denen uns die Art und.Menge der ver- 
wendeten Molybdansiure der wichtigste zu sein scheint. Mit 
Merckschem Natriummolybdat konnte kein klar sich ab- 
setzendes oder klar filtrierbares Reagens erhalten werden. Das 
Natriummolybdat wurde daher nach den Angaben von Bloor 
hergestellt. Hierbei wurde zuerst Molybdansiéure II von Kahl- 
baum benutzt, die ein zwar brauchbares, aber mit einem alten 
Priaparat gelblich, mit einem neueren blaulich gefairbtes Reagens 
lieferte. In der Folge wurde ausschlieBlich die NH,-freie 
Molybdinsiure I von Kahlbaum verwendet. 22 g wurden 
mit 90 ccm destillierten Wassers vermischt und so viel 40°/, ige 
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Natronlauge (hergestellt aus Natr. hydr. puriss. e Natrio von 
Merck) zugesetzt, daB die Fliissigkeit gegen Lackmus alkalisch 
reagierte. Dann wurde '/, Stunde unter Konstanterhaltung 
des Volumens gekocht; ein weiterer Zusatz von Natronlauge 
war bei dem NH,-freien Priparat nicht erforderlich. (Im Gegen- 
satz zu Bloors Angaben wurde die Natriummolybdatlésung 
niemals yoéllig klar, sondern es blieb stets ein kleiner Riick- 
stand zuriick.) Dann wurde 1 g pulverisiertes Talkum zu- 
gesetzt und wieder 5 Minuten gekocht, dann durch ein asche- 
freies Filter heiB filtriert und der Riickstand mit ein wenig 
heiBem Wasser nachgewaschen. Das Filtrat enthalt 30 g 
Natriummolybdat. 

Bloor empfiehlt zur Herstellung des Reagens 30—35 g 
Natriummolybdat. Nach unseren Erfahrungen aber beeintriach- 
tigt die Verwendung von mehr als 30g die Haltbarkeit des 
Reagens, das sich in diesem Falle beim Stehen rasch triibt 
und immer wieder filtriert werden mu’. Nach Meigs?), der 
das Bloorsche Verfahren einer scharfen Kritik unterzogen hat, 
wiirde fiir die Brauchbarkeit des Reagens die Konzentration 
der zu seiner Herstellung verwendeten Salzsiiure von gréBter 
Bedeutung sein, und zwar nicht blof fiir die Haltbarkeit des- 
selben, sondern auch fiir die Genauigkeit der Analyse. Zu 
starke Salzsiurekonzentrationen wiirden zu niedrige, zu schwache 
Konzentrationen dagegen zu hohe Phosphorsiurewerte lefern. 
Diese Angabe konnte bestitigt werden. Es wurde daher nicht, 
wie Bloor vorschreibt, konzentrierte Salzsiiure zur Herstel- 
lung des Reageyg verwendet, sondern die konzentrierte (37°/,) 
wurde erst mit 2 Teilen Wasser verdiinnt. Die Herstellung 
des Reagens erfolgte also folgendermaBen: 

Die abgekiihlte Natriummolybdatlésung wurde mit 250 ccm 
der im angegebenen Verhaltnis verdiinnten Salzsiure und dann 
mit 500 ccm Wasser vermischt, sodann tropfenweise unter Um- 
schwenken 40—45 ccm einer (heiB gesittigten) Lésung von 
Strychninsulfat (Merck), dann nochmals 200 ccm der verdiinnten 
Salzsiure und 500 ccm Wasser zugesetzt und dann griindlich 


1) E. B. Meigs, Jl. of Biol. Chem. Bd. 36, 8. 335 (1918). 
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durchgeschiittelt. Die durch einen grobflockigen, gelben Nieder- 
schlag stark getriibte Lésung beginnt schon nach 10 Minuten 
sich gut abzusetzen und wird mindestens 24 Stunden (im 
Dunkeln) stehen gelassen. Dann findet sich der ganze Nieder- 
schlag am Boden, und die dariiber stehende Fliissigkeit wird 
abgegossen; sie war aber im Gegensatz zu Bloors Angaben 
niemals — auch durch Abhebern nicht — so vidllig klar zu 
erhalten, da sie ohne weiteres zu den Analysen verwendet 
werden konnte; sie wurde vielmehr durch ein aschefreies Filter 
filtriert; der in dem zum Albsetzen dienenden Zylinder zuriick- 
gebliebene Teil wurde doppelt filtriert und das Filtrat zu dem 
ersten zugegossen. Das so gewonnene Reagens ist absolut 
wasserklar und farblos und bleibt (was zu erzielen bei- 
spielsweise Meigs tiberhaupt nicht gelang) selbst nach wochen- 
langer Aufbewahrung (im Dunkeln) in Aussehen und 
Fallungskraft véllig unverindert. Seine Brauchbarkeit 
wurde durch wiederholte Kontrollen gesichert, bei denen 2 L6- 
sungen gegeneinander eingestellt wurden, von denen die eine 
5 ccm und die andere 4 ccm der Standardphosphorsiurelésung 
(s. u.) enthielt, und fiir die der berechnete mit dem nephelo- 
metrisch gefundenen Wert verglichen wurde. 


b) Die Verbrennung. 

Da das Zentralnervensystem aus schwer verbrennbaren 
Substanzen besteht und die nephelometrische Bestimmung die 
Anwendung von Katalysatoren ausschlieBt, muBten die fiir das 
Blut bestimmten Angaben Bloors, vor allem was die Zeit- 
dauer der Verbrennung anlangt, erheblich modifiziert werden. 
Das folgende Verfahren wurde schlieBlich als das zweckmaBigste 
befunden: 

Die auf ihren P-Gebhalt zu untersuchende Hilfte des Zen- 
tralnervensystems (s. u.; meist etwa 50—70 mg) wird (gegebenen- 
falls mitsamt dem aschefreien Filter, durch welches die Ab- 
trennung der Versuchslésung erfolgt, s. u.) in ein Schottsches 
Reagenzglas (18021 mm) gebracht, dazu werden 2 ccm des 
zu gleichen ‘leilen aus konz. Schwefelsiure und konz. reiner 
Saipetersiiure bestehenden Siuregemisches und 2—3ccm rauchende 
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Salpetersiiure getan (alle Substanzen selbstredend auf P-F reiheit 
gepriift) und das Ganze in einem Sandbad (von gereinigtem, 
staubfreiem Sand), in welchem die Glaser etwa 6 cm tief ein- 
tauchen, zuniichst mit kleiner Flamme erhitzt, bis keine braunen 
Dampfe mehr aufsteigen (etwa 11/, Stunde); dann wird 1 bis 
11/, Stunde mit voller Flamme erhitzt (Temp. etwa 430°). 
Hierauf wird, nachdem die Flamme fiir 5 Minuten entfernt wurde, 
1 Tropfen 1°/, Rohrzuckerlésung und gleichzeitig 2 Tropfen rau- 
chende Salpetersiure zugesetzt (der Zusatz von Rohrzucker hat 
nach Bloor den Zweck, etwa entstehende, durch das Reagens 
nicht fallbare Phosphorsiureverbindungen zu zerstéren; in einem 
Kontrollversuch am Zentralnervensystem wurde iibrigens kein 
Unterschied bei Verbrennung ohne und mit wiederholtem Rohr- 
zuckerzusatz gefunden). Sodann wird wieder 1'/,—2 Stunden 
mit starker Flamme erhitzt, wieder 2—3 Tropfen Salpetersiiure 
zugesetzt und dieses Verfahren noch zweimal wiederholt, so- 
daB die ganze Verbrennungszeit etwa 8—10 Stunden betrug. 
(Eine in 2 Versuchen durchgefiihrte Verlingerung dieser Zeit 
auf mehr als 16 Stunden erwies sich als bedeutungslos.) Ks 
ist zweckmiBig, durch gleichmaifBige Erhitzung des Sandbades 
dafiir zu sorgen, daB in allen miteinander zu vergleichenden 
Proben ungefahr gleiche Schwefelsiuremengen abdampfen, damit 
die Fallung der Phosphorsiure bei annahernd gleichem Salz- 
gehalt erfolgt. 

In analoger Weise wurde die Verbrennung der Versuchs- 
fliissigkeit zur Bestimmung der von dem Zentralnervensystem 
an sie abgegebenen P-Mengen durchgefiihrt, indem von den 
urspriinglich 6 ccm, in denen das Praparat sich befand, nach 
Abfiltrieren desselben 4 ccm in Kjeldahlkolben von 50—100 ccm 
Fassungsraum gebracht und nach Zusatz von 1,5 ccm des 
Neumannschen Siuregemisches erst 1/, Stunde zur Abdampfung 
des Wassers mit kleiner Flamme erhitzt und im iibrigen dann 
genau so weiter behandelt wurden wie das Zentralnerven- 
system selbst. 


c) Die nephelometrische Bestimmung. 
Die gréBte Sorgfalt wurde darauf verwendet, alle Lisungen 
in médglichst genau gleicher Weise fiir die Bestimmung vor- 
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zubereiten: Das Verbrennungsresiduum der Versuchsflissigkeit, 
deren P-Gehalt so gering ist, da’ er nicht an sich, sondern 
nur nach Zusatz einer genau gemessenen Menge der Standard- 
Phosphorsiurelésung bestimmt werden kann, wird je nach 
Bedarf mit 4 oder 5 ccm dieser Standardlésung verdiinnt, das 
Verbrennungsresiduum des Zentralnervensystems statt dessen 
mit 4 ccm physiologischer Kochsalzlésung, um den Salzgehalt 
mit dem der Versuchsfliissigkeit iibereinstimmend zu gestalten. 
Dann wird entsprechend den Vorschriften Bloors die Fliissig- 
keit nach Zusatz von 1 Tropfen Phenolphthalein mit 10°/, iger 
(P-freier) Natronlauge bis zum Farbenumschlag neutralisiert 
und mit 1 Tropfen 25°/, iger Schwefelsiiure wieder angesduert. 
Hierauf wird das Gemisch aus dem Reagenzglas bzw. dem 
Kjeldahlkolben unter Nachspiilen mit destilliertem Wasser quan- 
titatiyv. in einen MeBkolben von 25 ccm Inhalt iiberfiihrt und 
in diesem mit dest. Wasser (von Zimmertemperatur) zur Marke 
aufgefiillt. Analog wird die Standardlésung behandelt: 5 ccm 
derselben werden in einem gleichen MeBkolben zunichst zur 
Herstellung des gleichen NaCl-Gehalts mit 4 ccm physiologischer 
Kochsalzlésung, dann mit ebensoviel 10°/, iger NaOH, als zur 
Neutralisierung des auf seinen P-Gehalt zu untersuchenden 
Verbrennungsresiduums erforderlich war, versetzt, hierauf mit 
25°/, H,SO, gerade iiberneutralisiert und mit dest. Wasser 
zur Marke aufgefiillt. — Alle so vorbereiteten Lésungen wurden 
unmittelbar vor Ausfiihrung der Bestimmung nochmals filtriert, 
um jede Spur etwaiger Triibungen oder Verunreinigungen zu 
beseitigen. Nunmehr werden je 25 ccm Strychnin-Molybdat- 
reagens in zwei 50 ccm fassende MeBkolben gebracht, je 5ccm 
der zu untersuchenden Fliissigkeit bzw. der Standardfliissigkeit 
zugesetzt, leicht umgeschwenkt, 4—5 Minuten stehen gelassen, 
dann bis zur Marke aufgefillt, mehrmals sorgfaltig umgestiilpt 
und sogleich untersucht. 

Das Nephelometer!) war ein nach den Angaben von 


1) Das von Kriiss in Hamburg bezogene Nephelometer wurde mir 
von der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft zur Verfiigung 
gestellt; ich méchte ihr auch an dieser Stelle hierfiir meinen Dank 
sagen. Winterstein. 
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Bloor?) als Nephelometer adaptiertes Dubosqsches Colorimeter. 
Seine Handhabung erfordert, wenn die fiir unsere Zwecke notige 
Genauigkeit erzielt werden soll, peinlichste Sorgfalt, dariiber 
hinaus zweifellos auch eine gewisse Ubung. Alle Ablesungen 
erfolgten bei kiinstlichem Licht; bei Tageslicht war, besonders 
bei dickeren Liésungen, die erforderliche Sicherheit der Kin- 
stellung nicht zu erreichen. Sehr diinne Lésungen (die spiter 
iiberhaupt nicht verwendet wurden, s. u.) wurden in vollig ver- 
dunkeltem Raume abgelesen, im iibrigen geniigte es, die Ab- 
lesung in dem dunkeln Holzkasten vorzunehmen, in welchem 
sich das Colorimeter und die Lichtquelle entsprechend den 
Vorschriften Bloors befand. 

Vor jeder Bestimmung wurde das Nephelometer fiir die 
betreffende Lisung in der Ausgangsstellung geeicht; zunichst 
werden beide Réhrchen mit der die Standardlésung enthaltenden 
Fliissigkeit gefiillt, die eine, spiter fiir die Versuchsfliissigkeit 
bestimmte Seite, wird auf den Skalenteil, bei welchem die 
Vergleichung erfolgen soll (z. B. 50), eingestellt, und die andere 
Seite auf Gleichheit des Gesichtsfeldes (die Differenz beider 
Skaleneinstellungen betrug meist 1—3 Teilstriche). Hieraut 
wird die Standardfliissigkeit des ersten Réhrchens rasch gegen 
die zu untersuchende Fliissigkeit ausgetauscht und die end- 
giiltige Ablesung vorgenommen. Dies alles muf miéglichst 
schnell erfolgen; denn die Angabe Bloors, daB die Triibung 
etwa 20 Minuten unverindert bleibe, konnte zum mindesten 
fiir die in den Nephelometerréhrchen befindlichen Lisungen 
durchaus nicht bestitigt werden. Vielmehr gaben, zumal 
dichtere Lésungen, schon nach 2 Minuten eine deutliche Diffe- 
renz der Ablesung, die allerdings durch nochmaliges Um- 
schwenken der Réhrchen wieder zum Verschwinden gebracht 
werden kann, also offenbar auf einer Anderung der Verteilung 
(Senkung) der Triibung beruht, die iibrigens nach lingerer Zeit 
(1 Stunde) ohne weiteres mit freiem Auge sichtbar ist. Es 
hat daher keinen Zweck, die Ablesung mehrmals hintereinander 
vorzunehmen, und auch von einer Doppelbestimmung der zu 


1) Bloor, Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, S. 145 (1915). 
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untersuchenden Liésung wurde nach Erlangung gréBerer Ubung 
mit Riicksicht auf die Kostspieligkeit des Reagens Abstand ge- 
nommen, wenn nicht eine besondere Veranlassung dazu vorlag. 

Zur Erzielung genauer Resultate muf_beriicksichtigt 
werden, daB verschiedene Reagenzgliser niemals genau iiberein- 
stimmen, und da8 auch in demselben Reagenzglas die ver- 
schiedenen Wandteile sich durch ihre Dicke und Beschaffenheit 
unterscheiden. Aus diesem Grunde muf die zu untersuchende 
Liésung stets in dasselbe vorher mit der Standardlésung geeichie 
Nephelometerréhrchen gegossen und dieses stets in der gleichen 
Weise im Nephelometer orientiert werden, was am bequemsten 
durch eine fein eingeritzte Marke zu bewerkstelligen ist. Beide 
Nephelometergliiser miissen ferner auf das Peinlichste gereinigt 
und auBen auf das Sorgfiltigste abgetrocknet sein, da jede 
Spur anhaftender Fliissigkeit, die in der Richtung des ein- 
fallenden Lichtes liegt, eine ungleichmaéBige Beleuchtung des 
Gesichtsfeldes bewirkt. Eine solche tritt um so leichter ein, 
je diinner die Lésung ist und je linger infolgedessen ihre 
Schichtdicke gewihlt werden mub; schon aus diesem Grunde 
ist die Verwendung zu diinner Lésungen auBerst unvorteilhaft 
(s. u.. Auch miissen die Nephelometergliser gleich hoch gefillt 
und jede Beriihrung- der Fliissigkeit (durch zu hohes Einfillen) 
mit Metallteilen des Apparates verhiitet werden, da sonst gleich 
Verfiirbungen eintreten. 

Kine Berechnung des P-Gehaltes aus den zur Erzielung 
von Gesichtsfeldgleichheit erforderlichen Skaleneinstellungen ist 
nur innerhalb gewisser Grenzen zulissig. Dichtere Lésungen 
erscheinen niimlich stiirker, und diinnere schwicher als ihrem 
P-Gehalt entspricht, ganz abgesehen davon, daB bei zu groBen 
Differenzen auch der Grundton ein verschiedener werden kann 
und die Vergleichung erschwert. Nach Bloor wiirde die Be- 
rechnung bei Lésungen, die sich von der Vergleichsfliissigkeit 
nicht um mehr als 25°/, ihres Gehaltes unterscheiden, ohne 
Korrektur durchfithrbar sein, bei Differenzen von 25—50°/, 
mit einer Korrektur von 3—49°/,; bei Differenzen von mehr 
als 50°/, empfiehlt Bloor statt der sonst verwendeten 5 ccm 
der (0,03 mg Phosphorsiure in 1 ccm enthaltenden) Standard- 
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lésung 2—10 ccm, also entsprechend schwichere oder stiirkere 
Vergleichsfliissigkeiten zu verwenden. Von diesem Verfahren 
miissen wir abraten, da sowohl die Verwendung stirkerer, wie 
die schwicherer Lisungen mit groBen Nachteilen verbunden 
ist; stirkerer, weil in ihnen das Absetzen der Triibungsteilchen 
sehr rasch erfolgt und auBerdem die Feinheit der Vergleichung 
leidet; denn bei dicken Triibungen sind selbst bei Verwendung 
kurzer Rohrlingen (etwa Skaleneinstellung 30) Differenzen von 
1—2 Teilstrichen nicht sicher unterscheidbar. Das gleiche gilt 
aber auch fiir zu diinne Lésungen, da man hier, um iiberhaupt 
ein einigermaBen erleuchtetes Gesichtsfeld zu bekommen, grofe 
Rohrlingen (etwa Skaleneinstellung 70) verwenden muB, in 
welchem Falle aber aus den vorher (vgl. 8. 311) angefihrten 
Griinden wieder schwer eine vollige GleichmaBigkeit des Ge- 
sichtsfeldes zu erzielen ist. Es hat sich daher am zweck- 
maBigsten erwiesen, als Vergleichslésung stets eine 
solche zu verwenden, die durch Zusatz von 5 ccm 
der Standardlésung (=0,15 mg Phosphorsdure) her- 
gestellt war, und die Vergleichung stets bei Skalen- 
einstellung 50 durchzufihren. Unter diesen Bedingungen 
sind Differenzen von 1 Skalenteilstrich noch sicher feststellbar. 
Weicht die zu untersuchende Fliissigkeit um mehr 
als 8 oder héchstens 10 Teilstriche (= 20°/,) von der 
Vergleichslésung ab, so wird nicht diese, sondern die 
zu untersuchende Flissigkeit verindert, durch ent- 
sprechende Verdiinnung abgeschwicht, wenn ihr Phos- 
phorgehalt zu grob, oder durch Zusatz einer genau 
gemessenen Menge Standardlésung verstirkt, wenn 
ihr Phosphorgehalt zu gering war. 


d) Die Praparation des isolierten Zentral- 
nervensystems. 
Zu den ersten Versuchen wurde nur das isolierte Frosch- 


riickenmark verwendet, dessen Praparation bereits mehrfach 
geschildert wurde.') In den spiteren Versuchen wurde stets 





1) Vgl. z. B. E. Hirschberg und H. Winterstein, Diese Zs. 
Bd. 100, S. 189 (1917). 
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auch das Gehirn mit einbezogen. Der Frosch wurde zur Pri- 
paration leicht mit Ather narkotisiert, so daB zwar die Reflex- 
erregbarkeit, nicht aber die direkte Reizbarkeit des Riicken- 
marks fiir die Dauer der Priparation erloschen war. AuBer 
dem Wirbelkanal wird auch die Schidelhéhle eréffnet, das 
Riickenmark dann in der gewoéhnlichen Weise von der als 
Handhabe dienenden Cauda equina ausgehend nach oben her- 
auspripariert und in der gleichen Weise weiter unter Durch- 
trennung der Hirnnerven das Gehirn mit herausgehoben. Da 
einerseits, wie gleich zu erwdhnen sein wird, der P-Gehalt 
des Gehirns von dem des Riickenmarks und innerhalb des 
letzteren wieder der P-Gehalt des oberen Teiles von dem des 
unteren abweicht, und andererseits wegen der betrichtlichen 
individuellen Verschiedenheiten des P-Gehaltes auch eine Ver- 
gleichung der Nervenzentren verschiedener Frésche nicht zu- 
lissig ist, so wurde in der schon bei der Untersuchung des 
Stoffwechsels der Fettsubstanzen angewandten Weise (Hirsch- 
berg und Winterstein, a. a. O.) der P-Gehalt der beiden 
Hialften des lings geteilten Zentralnervensystems miteinander 
verglichen. Jede Hilfte wurde sogleich nach der Préparation 
gewogen und dann entweder verascht oder in das 6 ccm Ver- 
suchsfliissigkeit enthaltende Glischen getan. Die Bestimmung 
des P-Gehaltes der in der Versuchslésung gehaltenen Priparate 
erfolgte in der Weise, dais der ganze Inhalt des Versuchs- 
glischens in ein aschefreies Filter gegossen und (nach Nach- 
spiilen mit Wasser) mitsamt dem Filter verbrannt wurde. 
Von der abfiltrierten Versuchslésung wurden 4 ccm verbrannt 
und zur Bestimmnng des P-Gehaltes verwendet. 


e) Genauigkeit der Methodik. 


Die gute Brauchbarkeit der Methodik bei Beobachtung 
aller im vorangehenden erwihnten Kautelen ergibt sich nicht 
bloB aus der Ubereinstimmung der Resultate in Kontrollver- 
suchen, bei denen der P-Gehalt der beiden Langshilften des 
Riickenmarks oder Zentralnervensystems miteinander verglichen 
wurde (s. u.), und sich eine gréBte Differenz in der 3. Dezimale, 
entsprechend 1—2°/, des P-Gehaltes ergab, sondern noch 
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besser vielleicht aus der ausgezeichneten Ubereinstimmune 
der Werte des P-Umsatzes, wenn dieser das eine Mal aus der 
Differenz der P-Gehalte der zu Beginn und der am Ende der 
Versuchsperiode untersuchten Zentralnervensystemhilften be- 
rechnet, und das andere Mal direkt aus dem an die Versuchs- 
fliissigkeit abgegebenen Phosphor ermittelt wurde. Diese 
Differenz bewegte sich, wie die spater mitzuteilenden Versuch 
zeigen werden, bei den unter gewédhnlichen Bedingungen an- 
gestellten Versuchen meist zwischen 0,001 und 0,004°/, der 
frischen Substanz, was einem mittleren Fehler von etwa 5 bis 
10°), des Umsatzes entsprach, eine Genauigkeit, die sich weder 
bei Untersuchung des Zuckerstoffwechsels, noch bei der des 
Umsatzes der N- und fetthaltigen Substanzen hatte erzielen 
lassen. 

Diese Genauigkeit war allerdings bloB bei den mit reiner 
NaCl-Lésung angestellten Versuchen zu erzielen. Die Mitver- 
brennung anderer Substanzen, wie Traubenzucker, Narkotika usw. 
beeinfluBte, wie spiter noch zu erwihnen sein wird, unter Um- 
stinden in ganz unerklirlicher Weise die Phosphorsiurefillung, 
so daB die Genauigkeit, ja Brauchbarkeit der Methode erheblich 
leiden konnte. 


Ill. Der Phosphorgehalt des Zentralnervensystems des Frosches. 


Uber den P-Gehalt des Gehirns liegen vergleichende Unter- 
suchungen yon Kutanin!) vor, der bei Végeln und Siugetieren 
Werte zwischen 0,2798 und 0,4036°/, der frischen Substanz, 
bei jungen 'Tieren etwas geringere Werte beobachtete. Er hat 
auch am Froschhirn eine Analyse ausgefiihrt und 0,2449°/, 
gefunden. Die von uns am Gehirn allein erhaltenen Werte 
waren bedeutend geringer, in zwei Analysen 0,1103 bzw. 0,1090°/, 
der frischen Substanz. Der P-Gehalt des Riickenmarks allein 
war im Mittel mehr als doppelt so hoch, nimlich 0,2314°/, 
Mittel von 10 Bestimmungen: 0,1943—0,2613°/,). Diese groBe 


Differenz mag durch Verschiedenheiten des Wassergehaltes und 


1) M. Kutanin, Beitriige zur Kenntnis der chemischen Zusammen- 
setzung des Gehirns bei verschiedenen Tieren. Dissert. Berlin 1910. 
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den verschiedenen Anteil an grauer und weifer Substanz be- 
dingt sein, da wenigstens bei Warmbliitern der Wassergehalt 
des Gehirns durchweg erheblich gréBer ist, als der des Riicken- 
marks, und der Wassergehalt der grauen Substanz wieder be- 
deutend gréBer als der der weiBen. (So fand z. B. Weil?) den 
P-Gehalt der grauen Substanz bei Mensch und Rind nur 
etwa halb so hoch als den der weifen, bezogen auf frische 
Substanz, dagegen ungefihr ebenso gro, bezogen auf ‘T'rocken- 
substanz.) 

Der P-Gehalt der verschiedenen Teile des Riickenmarks 
ist nicht der gleiche, vielmehr bei Querdurchtrennung in der 
oberen Hilfte stets geringer als in der unteren (Differenz in 
7 Bestimmungen 0,008—0,057°/,). Dies beruht offenbar auf 
einer Verschiedenheit des Phosphatidgehaltes, da diese Er- 
gebnisse vollkommen mit den friiheren Untersuchungen iiber 
den ,,ettgehalt“*) iibereinstimmen, der gleichfalls in der oberen 
Halfte geringer gefunden wurde als in der unteren. Da somit 
obere und untere Hilfte des Riickenmarks nicht miteinander 
vergleichbare Werte licferten, muf8ten zur Untersuchung des 
P-Stoffwechsels ebenso wie beim Fettumsatz die durch Lings- 
teilung erhaltenen Halften des Riickenmarks, bzw. des Zentral- 
nervensystems verwendet werden (die GefiBhaut wurde nicht 
entfernt’. Diese ergaben gut iibereinstimmende Werte, wie die 
drei folgenden Analysen zeigen: 


Riickenmark Riickenmark Gehirn + Riickenmark 
1. Hilfte..... 0,2613°/, 0,2453°/, 0,2000 °/, 
gare aes 0,2586 ,, 0,2409 ,, 0,2020 ,, 
Differenz 0,0027"/, 0,0044°!, ,0020 "5 


Da der P-Gehalt des Gehirns, wie oben erwiihnt, nur halb 
so groB ist wie der des Riickenmarks, liegt natiirlich der P- 
Gehalt des zu den Stoffwechselversuchen dann durchweg ver- 
wendeten Gesamtzentralnervensystems zwischen beiden Werten. 
Als Mittel von 10 Bestimmungen von Hialften des lings geteilten 
Zentralnervensystems ergab sich der Wert 0,2039°/, (in 8 Be- 
stimmungen 0,1861—0,2285, einmal 0,1576 und einmal0,2526 °/,). 





') A. Weil, Diese Zs., Bd. 89, S. 849 (1914). 
*) Hirschberg und Winterstein, Diese Zs., Bd. 105, S. 1 (1919). 
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Damit sind die erforderlichen Grundlagen fir eine Unter- 
suchung des P-Umsatzes unter verschiedenen Bedingungen ge- 
wonnen, iiber die in den folgenden Mitteilungen berichtet 
werden soll. 


Zusammenfassung. 


Zur Untersuchung des Phosphorstoffwechels des isolierten 
Zentralnervensystems des Frosches wurde die Bloorsche nephelo- 
metrische Methodik so ausgestaltet, daB sie eine Bestimmung 
des P-Gehaltes desselben mit befriedigender Genauigkeit ge- 
stattete. Der P-Gehalt des Gehirns ist etwa halb so groB wie 
der des hiickenmarks, der der oberen Riickenmarkshilfte stets 
geringer als der der unteren. Der P-Gehalt der beiden Hialften 
des der Linge nach geteilten Zentralnervensystems stimmt 
gut iiberein; er betrigt im Mittel 0,2°/, der frischen Substanz. 
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Fir die haufiger zitierten Zeitschriften werden folgende 
Abkitrzungen empfohlen: 


Liebig, Ann. der Chem. == (Liebigs) Annalen der Chemie. 

Pfliigers Arch. == Archiv fiir. die gesamte Physiologie. 

Arch. (Anat. u.) Physiol. == Archiv fiir Physiologie (Archiv fiir Ana- 
tomie und Physiologie, en 
Abteilung). 

Arch. fiir exper. Pathol. == Archiv fiir experimentelle Pathologie und 
Pharmakologie. 

Chem. Ber. == Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Biochem. Zbl. == Zentralblatt fiir Biochemie und Bio- 
physik. 

Biochem. Jl. == The Biochemical Journal. 

Biochem. Zs. == Biochemische Zeitschrift. 

Bull. Soc. chim, France. = Bulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Zbl. == Chemisches Zentralblatt. 

C. RB. = Comptes rendus de 1l’Académie des 
Sciences. 

Jl. of Biol. Chem. == The journal of biological chemistry. 

J. of Physiol. == The journal of Physiology. 

Jl. fiir prakt. Chem. == Journal fiir praktische Chemie. 

Landw. Versuchsstation. == Landwirtschaftliche Versuchsstationen. 

Mon.-H. fiir Chemie. ==Monatsheft fiir Chemie. 

Zs. physikal. Chem. == Zeitschrift fiir physikalische Chemie. 
Quarterly Jl. Experim. Physiol. = ine Journal of experimental phy- 
siology. 

Skand. Arch. Physiol. == Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
Zs. Biol. == Zeitschrift fiir Biologie. 
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